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Povzetek 
Zlatenica novorojenčka je najpogostejše klinično stanje, s katerim se srečujemo v 
neonatologiji, saj jo zaznamo pri 60 % novorojenčkov. Čeprav je pojav najpogosteje 
posledica fizioloških sprememb po rojstvu, je opredelitev drugih možnih razlogov za 
zlatenico zelo pomembna, saj v primeru hemolize, ki je pogost razlog patološke 
zlatenice, pričakujemo visoke vrednosti bilirubina in anemijo. Visoke vrednosti bilirubina 
so za novorojenčka zaradi toksičnega delovanja bilirubina na živčne celice potencialno 
nevarne. Iz ne povsem pojasnjenih razlogov je nevrotoksičen učinek bilirubina v 
prisotnosti hemolize povečan, zato hemolizo uvrščamo med rizične dejavnike za razvoj 
akutne in kronične bilirubinske encefalopatije. Dokazovanje hemolitičnega dogajanja je 
pri novorojenčku zato pomembno tako z vidika pojasnjevanja etiologije zlatenice kot 
njene obravnave. Potrditev hemolize je pri novorojenčkih lahko težavna. Uvedba 
zanesljivega in enostavnega diagnostičnega testa za dokaz hemolize bi bila zato 
dobrodošla pridobitev v obravnavi zlateničnega novorojenčka.  
Pri razgradnji hema nastaja ogljikov monoksid (CO), ki se veže na hemoglobin in tvori 
karboksihemoglobin (COHb). Vrednost COHb v krvi je zato indeks endogeno nastalega 
CO in hemolize. Določitev COHb z oksimetrijo je hitra, enostavna in široko dostopna 
laboratorijska metoda, ki za analizo potrebuje majhno količino krvi. Meritve COHb z 
oksimetrijo pri novorojenčkih še niso bile ustrezno preučene. Opredelitev pomena 
določanja COHb z oksimetrijo pri novorojenčku za dokazovanje hemolize je zato zanimiv 
raziskovalni izziv, h kateremu je bila usmerjena tudi raziskava, predstavljena v 
doktorskem delu. 
V uvodnem delu so predstavljeni etiologija fiziološke zlatenice in najpogostejši razlogi za 
patološko zlatenico ter etiologija in mehanizmi hemolize pri hemolitični bolezni 
novorojenčka. Poleg tega so povzeti izsledki raziskav, ki pojasnjujejo mehanizem 
nevrotoksičnega delovanja bilirubina in potrjujejo vlogo hemolize na pojavnost 
bilirubinske encefalopatije. Pri dokazovanju hemolize se poslužujemo posrednih 
hematoloških kazalcev hemolize in transfuzijskih testov. V nadaljevanju so pojasnjene 
klinične dileme ob uporabi hematoloških in specialnih laboratorijskih testov za potrditev 
hemolize pri novorojenčku. Natančneje je predstavljen proces razgradnje hema in 
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rezultati kliničnih raziskav, ki potrjujejo, da je pri hemolizi tvorba CO povečana, kar lahko 
dokažemo z merjenjem COHb v krvi ali CO v izdihanem zraku. COHb v kliničnih 
laboratorijih določamo sprektrofotometrično z oksimetri, v raziskovalne namene pa je 
bila do sedaj pogosteje uporabljena plinska kromatografija. Hem oksigenaza (HO) je 
encim, ki katalizira razgradnjo hema. HO-1 izoforma encima je inducibilna, zato 
uvodoma opredeljujemo teoretične klinične dejavnike, ki lahko povzročijo indukcijo 
encima in s tem vplivajo na nastajanje CO v telesu in vrednosti COHb. 
V drugem delu so predstavljene metode in rezultati raziskave, ki je bila sestavljena iz 
dveh delov. V prvem, prospektivnem delu smo primerjali vrednosti COHb, določene z 
oksimetrijo, med 18 zaporedno hospitaliziranimi donošenimi novorojenčki s hemolitično 
boleznijo ploda in novorojenčka zaradi neskladja v sistemu krvnih skupin ABO med 
materjo in otrokom, 21 donošenimi novorojenčki z zlatenico brez hemolize, ki so 
potrebovali fototerapijo, ter 47 zdravimi donošenimi novorojenčki. Vrednosti COHb so 
se med skupinami statistično značilno razlikovale in so bile v skupini novorojenčkov s 
hemolizo bistveno višje kot v skupini novorojenčkov z zlatenico in v skupini zdravih 
novorojenčkov (mediana COHb 2,4 % (IQR 1,3) vs. 1,3 % (IQR 0,8) in 1,3 % (IQR 0,2)). 
Rezultati multivariantne analize so pokazali, da je vpliv hemolize na vrednost COHb pri 
novorojenčkih od vseh v model vključenih spremenljivk največji in statistično značilen. 
Diagnostično zanesljivost meritve COHb z oksimetrijo za dokaz hemolize smo ocenili s 
površino pod ROC-krivuljo (angl. receiver operating characteristic area under the curve, 
ROC AUC). Rezultati ROC-analize dokazujejo, da je meritev COHb dobra diagnostična 
metoda za potrditev hemolize pri novorojenčku, saj je bila ROC AUC >0,9, občutljivost in 
specifičnost v raziskavi določene optimalne razmejitvene vrednosti COHb, ki je bila  ≥1,7 
%, pa sta bili visoki. V drugem, retrospektivnem delu raziskave smo primerjali vrednosti 
COHb, določene z oksimetrijo, med 8 novorojenčki s sepso, 37 novorojenčki z dihalno 
stisko, 16 novorojenčki s hemolizo in 76 zdravimi novorojenčki. Vsi vključeni 
novorojenčki so bili donošeni. Tudi analiza retrospektivnih podatkov je pokazala, da je 
COHb statistično značilno višji pri novorojenčkih s hemolizo (mediana COHb otrok s 
hemolizo je bila 2,4 % (IQR 1,3)), medtem ko razlike v sicer nekoliko višjih vrednostih 
COHb pri novorojenčkih s sepso in dihalno stisko (mediana COHb 1,45 % (IQR 0,5) in 1,4 
% (IQR 0,4)) ter zdravimi novorojenčki (COHb 1,3 % (IQR 0,3)) niso bile statistično 
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značilne. Vrednotenje diagnostične zanesljivosti meritve COHb z oksimetrijo kot testa za 
potrditev hemolize z ROC-krivuljo retrospektivnih podatkov je potrdilo ugotovitve 
prospektivnega dela raziskave. Tudi ROC AUC retrospektivnih podatkov je bila visoka 
(>0,9), optimalna razmejitvena vrednost COHb enaka (≥1,7 %), občutljivost in 
specifičnost testa pa visoki, kljub vključitvi otrok s sepso in dihalno stisko v analizo. 
Odvisnost COHb od postnatalne starosti je bila negativna, saj so vrednosti COHb prve 
dni po rojstvu pri zdravih novorojenčkih višje. 1. dan po rojstvu je bila povprečna 
vrednost COHb zdravih novorojenčkov 1,35 %, 7. dan 1,26 % in 14. dan 1,01 %. 
V razpravi so izsledki doktorske raziskave primerjani z do sedaj znanimi podatki o 
nastajanju CO in vrednostih COHb, določenih z drugimi laboratorijskimi metodami, pri 
različnih skupinah novorojenčkov. Vrednosti COHb, določene z oksimetrijo, so pri 
bolnikih s hemolizo v enakem območju ali nekoliko višje od vrednosti, določenih s 
plinsko kromatografijo. Tudi primerjava vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih in 
novorojenčkih s fiziološko zlatenico, določenimi z oksimetrijo ali plinsko kromatografijo, 
je pokazala podobne ugotovitve, najverjeteje zaradi odsotnosti korekcije COHb za CO v 
vdihanem zraku pri oksimetrični metodi. Odsotnost korekcije vrednosti COHb za CO v 
vdihanem zraku zato lahko predstavlja  pomembno slabost meritve COHb z oksimetrijo. 
Kljub temu rezultati raziskave dokazujejo, da je meritev COHb z oksimetrijo dober 
diagnostični test za potrditev hemolize, saj zelo dobro razlikuje novorojenčke s hemolizo 
od novorojenčkov, ki hemolize nimajo. Izsledki opravljane raziskave so izhodišče za 
nadaljnje delo, kot je raziskovanje pomena COHb, določenega z oksimetrijo, pri 
nedonošenčkih, in vloge COHb v napovedovanju razvoja zlatenice in stopnje hemolize. 
Rezultati pričujoče raziskave dokazujejo, da je določitev COHb z oksimetrijo dober 
diagnostični test za potrditev hemolize pri donošenih novorojenčkih in da sta 
specifičnost in občutljivost testa pri razmejitveni vrednosti COHb ≥1,7 % visoka. Vpliv 
kliničnih dejavnikov, ki lahko inducirajo HO-1 in s tem vplivajo na vrednosti COHb, je 
majhen in statistično nepomemben, zato je diskriminativnost testa visoka tudi ob 
prisotnosti kliničnih dejavnikov, kot sta sepsa in dihalna stiska novorojenčka. Izsledki 
raziskave predstavljajo izhodišče za uporabo meritve COHb kot diagnostičnega testa za 
potrditev hemolize pri novorojenčkih. 
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Abstract 
Neonatal jaundice is the most common clinical condition detected in neonatology, as it 
is present in more than 60 % of neonates. Even though it commonly results from 
physiologic changes after the birth, the identification of other possible pathologic 
reasons for icterus is very important. In case of haemolysis, which is a common 
pathologic factor for neonatal jaundice, high levels of bilirubin and anaemia can be 
expected. High level of unbound bilirubin can be potentially dangerous for the neonate, 
since it can cause bilirubin-induced neuronal damage. Haemolysis augments the risk of 
bilirubin neurotoxicity, but the mechanism of this intensifying effect is uncertain. 
Consequently, haemolysis represents an important risk factor for development of acute 
and chronic bilirubin encephalopathy. Confirmation of haemolysis in neonate is 
therefore very important in terms of explaining the aetiology of the jaundice as well as 
for its management. 
Confirming haemolysis in neonates can be very challenging. Introduction of a reliable 
and simple diagnostic test for the confirmation of haemolysis would therefore be very 
appreciated in the management of neonatal jaundice. During haeme degradation 
process carbon monoxide (CO) is produced and bound to haemoglobin, forming 
carboxyhaemoglobin (COHb). The COHb level in blood can serve as an index of 
endogenous produced CO and haemolysis. Determination of COHb with CO-oximetry is 
fast, simple and widely available laboratory method, needing small amount of blood. 
Determination of COHb with CO-oximeters in neonates hasn’t been adequately studied. 
Defining the role of COHb measured with CO-oximetry in neonates in evaluation of 
haemolysis is therefore an interesting research challenge to which the present study 
was aimed.  
In the introduction, pathophysiology of physiologic icterus, the commonest reasons for 
the pathologic icterus and the aetiology and mechanisms of haemolytic process in 
haemolytic disease of the newborn are presented. Furthermore, the mechanisms of 
bilirubin induced neurologic damage are discussed and studies confirming the role of 
haemolysis in the development of bilirubin encephalopathy are presented. In neonates, 
haemolysis is detected with indirect haematological and specific transfusion laboratory 
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tests. Clinical dilemmas when using these tests in neonates are discussed. Haeme 
degradation process and the results of clinical studies demonstrating increased 
formation of CO during haemolysis detected with elevated COHb levels in blood or 
elevated CO in exhaled breath air are presented. In clinical laboratories COHb is 
determined spectrophotometrically with CO-oximetry, while for research purposes 
COHb has been more often determined with gas chromatography. Degradation of 
haeme is catalysed by haeme oxygenase (HO). The HO-1 isoform is an inducible enzyme; 
clinical factors potentiality influencing the enzyme transcription and consequently 
influencing the CO formation and COHb levels in the body are discussed. 
In the second part, methods and results of the study, consisting of two parts, are 
presented. In the prospective part of the study, the COHb values measured with CO-
oximetry in 18 successively hospitalized term neonates with ABO haemolytic disease of 
newborn, 21 term neonates with jaundice without haemolysis needing phototherapy, 
and 47 term healthy neonates were compared. The COHb levels were higher in the 
group of neonates with ABO haemolytic disease of newborn compared to the COHb 
levels in jaundiced neonates without haemolysis and healthy neonates (median COHb 
2.4 % (IQR 1.3) vs. 1.3 % (IQR 0.8) and 1.3 % (IQR 0.2), respectively) and the differences 
were statistically significant. The results of multivariate analysis showed that haemolysis 
had the biggest, statistically significant effect on the COHb values compared to other 
variables included in the model. Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis 
was performed to evaluate a diagnostic value of COHb measured with CO-oximetry as a 
test for detecting haemolysis in neonates. According to the receiver operating 
characteristic area under the curve (ROC AUC), the COHb measured with CO-oximetry is 
a good diagnostic test for confirming haemolysis in neonates, since ROC AUC was more 
than 0.9, and the sensitivity and specificity of the optimal cut off COHb value, which was 
in our study set as ≥1.7 %, was very high. In the second, retrospective part of the study, 
COHb values measured with CO-oximetry in 8 term neonates with neonatal sepsis, 37 
term neonates with respiratory distress, 16 term neonates with haemolytic disease of 
newborn, and 76 healthy neonates were compared. Also, the retrospective analysis of 
the COHb values measured with CO-oximetry showed statistically significantly higher 
COHb values in neonates with haemolysis (median COHb was 2.4 % (IQR 1.3)), while the 
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values of COHb between neonates with sepsis and respiratory distress (median COHb 
1.4 % (IQR 0.5) and 1.4 % (IQR 0.4), respectively) and healthy neonates (median COHb 
1.3 % (IQR 0.3)) were not statistically different, although the median COHb values were 
slightly higher in neonates with sepsis and respiratory distress compared to healthy 
neonates. Furthermore, the value of COHb measured with CO-oximetry as a diagnostic 
test for detecting haemolysis in neonates was evaluated with ROC curve analysis of 
retrospective obtained data. The ROC curve analysis confirmed the result of the 
prospective study, since the ROC AUC of retrospective data was high (>0.9), and the 
specificity and sensitivity of the optimal cut off COHb value, which was the same as in 
prospective study (≥1.7 %), were high, even though the neonates with sepsis and 
respiratory distress were included in the analysis. The correlation between the COHb 
values and postnatal age was negative, since COHb values are declining in the first days 
after the birth. The mean COHb value in healthy neonates was 1.35 % on the 1st day 
after the birth, 1.26 % on the 7th day after the birth, and 1.01 % on the 14th day after 
the birth.  
In the discussion, the results of the research are compared with the results of other 
studies which evaluated the production of CO and COHb values, determined with other 
laboratory methods, in different groups of neonates. The COHb values measured with 
CO-oximetry in neonates with haemolysis are similar or slightly higher than the COHb 
values measured with gas chromatography. The comparison of the COHb values 
measured with oximetry or gas chromatography in healthy neonates and neonates with 
jaundice without haemolysis showed similar trend, probably because the oximetry 
method doesn't correct the COHb value for inhaled air CO. Absence of the correction of 
COHb value according to the environmental levels of CO seems to be the most important 
limitation of CO-oximetry, as well as of this study. Nevertheless, the results of the 
research show that COHb measured with CO-oximetry is a good diagnostic test for 
detecting haemolysis in neonates, since it performs well in discriminating neonates with 
and without haemolysis. The results of this research open new possibilities for further 
work, such as an evaluation of the COHb values measured with CO-oximetry in preterm 
neonates and an evaluation of the COHb values measured with CO-oximetry in the 
prediction of icterus and its severity. 
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The results of the study confirm that COHb measured with CO-oximetry is a good 
diagnostic test for detecting haemolysis in term neonates, and the specificity and the 
sensitivity of the cut off COHb value of ≥1.7 % are very high. The influence of other 
clinical factors that may induce HO-1 and influence the COHb values is small and 
statistically insignificant, therefore the discrimination of the test is high despite the 
presence of sepsis or respiratory distress, factors that may induce HO-1. The results of 
the study represent the base for clinical use of COHb measured with CO-oximetry as a 
diagnostic test for detecting haemolysis in term neonates.  
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1 Uvod 
1.1 Zlatenica novorojenčka 
Zlatenica (ikterus) je rumeno obarvanje kože, sluznic in beločnic, ki nastane zaradi 
odlaganja molekule bilirubina v tkiva človeka ob povišani koncentraciji bilirubina v 
serumu (hiperbilirubinemiji), običajno nad 50 µmol/l (3 mg/100 ml) (Markovič, 2011). 
Povišana koncentracija bilirubina je posledica nesorazmerja v nastajanju in 
odstranjevanju bilirubina in jo zaznamo pri do 60 % novorojenčkov (Kaplan idr., 2002). 
Po podatkih perinatalnega informacijskega sistema je bila pojavnost zlatenice 
novorojenčka na osnovi odpustnih diagnoz slovenskih porodnišnic leta 2015 131 na 
1000 živorojenih otrok (Vir: NIJZ, Perinatalni informacijski sistem Republike Slovenije). V 
novorojenčkovem obdobju je zlatenica najpogosteje fiziološki pojav in je odraz 
povečanega nastajanja bilirubina zaradi krajše življenjske dobe fetalnih eritrocitov in 
večjega volumna eritrocitov na enoto telesne mase ter upočasnjenega odstranjevanja 
bilirubina zaradi nezrelih jetrnih transportnih in encimskih procesov ter povečanega 
enterohepatičnega obtoka bilirubina (Bratanič in Paro-Panjan, 2014; Ives NK, 2012). Pri 
razgradnji 1 g hemoglobina (Hb) nastane 34 mg bilirubina. V povprečju torej nastane 8,5 
mg bilirubina na kg telesne teže novorojenčka na dan, kar je v primerjavi z odraslim več 
kot dvakrat večja količina na enoto telesne teže. Za odstranjevanje bilirubina iz telesa 
skrbijo jetrni transportni in encimski sistemi. Na gladkem endoplazmatskem retikulumu 
hepatocitov poteka biotransformacija nevodotopnega bilirubina v vodotopno obliko s 
pomočjo encima uridin difosfat glukuronil transferaza (UDPGT), ki katalizira vezavo ene 
ali dveh molekul glukuronske kisline na bilirubin (Bratanič in Paro-Panjan, 2014). 
Aktivnost UDPGT je pri novorojenčku le 1 % aktivnosti odrasle osebe in se po rojstvu 
eksponentno veča, zato je konjugacija bilirubina v prvih dneh življenja močno zmanjšana 
(Kawade in Onishi, 1981). Novorojenčki imajo zato praviloma povišane vrednosti 
nekonjugiranega bilirubina.  
Poleg fizioloških dejavnikov za nastanek nekonjugirane hiperbilirubinemije neonatalno 
obdobje zaznamujejo tudi številna patološka stanja (hemoliza, resorpcija notranjih 
krvavitev, policitemija, povečan enterohepatični obtok bilirubina, motnje jetrnih 
transportnih sistemov in encimov, nedonošenost, okužba, asfiksija itd.), zaradi katerih 
22 
 
je nastajanje in odstranjevanje bilirubina še dodatno spremenjeno (tabela 1) (Bratanič 
in Paro-Panjan, 2014). 
Tabela 1. Vzroki za patološko hiperbilirubinemijo pri novorojenčku 
 
Povečano nastajanje bilirubina 
Zmanjšano 
odstranjevanje 
bilirubina 
Imunska hemoliza Neimunska hemoliza Drugi vzroki  
Rh-izosenzibilizacija: Encimopatije: Sepsa 
Razgradnja 
ekstravazalne krvi: 
  Kefalhematomi 
  Ekhimoze in sufuzije 
  Krvavitev v  nadledvičnico  
  Krvavite v OŽ 
 
Nedonošenost  
Genetske motnje: 
Crigler-Najjarov in                    
Gilbertov  sindrom 
Povečan 
enterohepatični 
obtok bilirubina 
  Anti D 
  Anti c 
  Anti e  
HBPN ABO 
Drugi antigeni 
  Pomanjkanje G-6-PD  
  Pomanjkanje piruvat kinaze 
Membranopatije eritrocita: 
  Prirojena sferocitoza       
  Elipto-, ovalo-, piknocitoza 
 Hemoglobinopatije: 
   Nestabilne    
hemoglobinopatije 
HBPN ABO – hemolitična bolezen ploda in novorojenčka zaradi ABO-izoimunizacije, OŽ – osrednje živčevje, 
G-6-PD – glukoza-6-fosfat dehidrogenaza 
 
Patološko povečano nastajanje bilirubina je pogosto posledica hemolize, ki je lahko 
imunsko ali neimunsko pogojena. Med imunsko pogojenimi hemolizami je najbolj 
poznana hemolitična bolezen ploda in novorojenčka zaradi RhD-izoimunizacije (HBPN 
RhD), ki je danes redka bolezen, ter HBPN zaradi ABO-izoimunizacije (HBPN ABO) 
(Bratanič in Paro-Panjan, 2014; Lozar Krivec idr., 2018; Roberts, 2008). Najpogostejši 
razlogi neimunske hemolize pa so encimske motnje eritrocita (npr. pomanjkanje piruvat 
kinaze in glukoza-6-fosfat dehidrogenaze (G-6-PD) in eritrocitne membranske motnje 
(npr. prirojena sferocitoza)) (Bratanič in Paro-Panjan, 2014). Povečana tvorba bilirubina 
je lahko posledica tudi odstranjevanja hem-proteinov iz notranjih krvavitev. Pri 
novorojenčku ob porodu pogosto pride do subperiostalne krvavitve kosti lobanje, 
imenovane kefalhematom, in do krvavitev v podkožje, redkeje do krvavitve v 
nadledvičnico in znotrajlobanjsko; ob navedenih stanjih se zato poveča tveganje za 
zlatenico. 
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Poleg že omenjenih fizioloških dejavnikov za zmanjšano odstranjevanje bilirubina je to 
pri novorojenčku še dodatno moteno v primeru nezrelosti ob prezgodnjem rojstvu ali v 
primeru genetske motnje (npr. Crigler-Najjarov in Gilbertov sindrom). V primeru težav z 
uvajanjem hranjenja novorojenčka in motenega prehoda črevesja je povečana 
absorpcija dekonjugiranega bilirubina (ta se dekonjugira zaradi visoke ravni β-
glukoronidaze v črevesni sluznici) iz črevesja, kar poveča enterohepatični obtok 
bilirubina (Bratanič in Paro-Panjan, 2014). Oba dejavnika pa vodita v dodatno zvišanje 
koncentracije nekonjugiranega bilirubina. 
Fiziološko zlatenico pri donošenem novorojenčku običajno zaznamo 2.–3. dan po rojstvu 
(Bratanič in Paro-Panjan, 2014), ob tem pa so vrednosti bilirubina praviloma pod 221 
µmol/l. V raziskavi Maiselsa in Gifforda je imelo 6,1 % zdravih novorojenčkov vrednost 
bilirubina nad 221 µmol/l v starosti 2–3 dni, 97. percentil vrednosti bilirubina donošenih 
dojenih novorojenčkov v starosti 2–3 dni je bil 253 µmol/l, pri novorojenčkih, hranjenih 
z mlečno formulo, pa 212 µmol/l (Maisels in Gifford, 1986). Pri donošenem otroku je 
fiziološka zlatenica praviloma najizrazitejša tretji dan življenja in postopno izzveneva, 
običajno do desetega dne. Pri nedonošenih otrocih je vrh fiziološke zlatenice kasneje, 
med 4. in 5. dnem, zlatenica pa traja dlje (Bratanič in Paro-Panjan, 2014). 
Patološka stanja najpogosteje povzročijo zlatenico že prvi dan po rojstvu, vrednost 
bilirubina pa je višja in hitro narašča. Zgodnja patološka zlatenica je običajno posledica 
hemolitičnega dogajanja, ki povzroči anemijo, zato poleg zlatenice pri kliničnem 
pregledu pogosto zaznamo bledico. 
Visoke vrednosti nekonjugiranega bilirubina so za novorojenčke nevarne. Nekonjugirani 
bilirubin prehaja krvno-možgansko pregrado in se nalaga predvsem v nevrone bazalnih 
jeder in jeder možganskih živcev v možganskem deblu ter cerebelumu, kjer deluje 
nevrotoksično in povzroča klinično sliko akutne in kronične bilirubinske encefalopatije 
(Ives NK, 2012; Groleger idr., 1998). Novorojenček z akutno bilirubinsko encefalopatijo 
(ABE) je pretirano zaspan, slabše sesa, ima visokofrekventen jok in motnjo tonusa (hipo- 
in hipertonus), zaznamo lahko retrokolis in opistotonus, moten pogled navzgor, vročino, 
motnje sluha, krče, nastopi lahko smrt. Za opredeljevanje stopnje ABE in klinično 
spremljanje uporabljamo točkovnik BIND (angl. bilirubin-induced neurologic 
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dysfunction), ki razvršča ABE v tri stopnje: blago (1–3 točk), zmerno (4–6 točk), hudo (7–
9 točk). V primeru napredovale ABE se lahko razvije kronična bilirubinska encefalopatija 
(KBE), ki se pri starejšem otroku kaže kot horeoatetoidna oblika cerebralne paralize, 
senzorinevralna izguba sluha, pareza očesnih mišic, hipoplazija zobovja, kognitivni upad, 
lahko nastopi tudi smrt (Volpe, 2008; Gamaleldin, 2011; El Houchi, 2017). V starejši 
literaturi je namesto KBE uporabljena sopomenka kernikterus, ki pa je patohistološki 
izraz za rumeno obarvanje in histološke spremembe v osrednjem živčevju (OŽ), ki 
nastane zaradi visokih vrednosti bilirubina.   
Za zdravljenje zlatenice novorojenčka imamo na razpolago več terapevtskih ukrepov 
(fototerapijo, izmenjalno transfuzijo krvi, intravenozne imunoglobuline). Pri odločitvi o 
vrsti zdravljenja nas poleg vrednosti celokupnega bilirubina v serumu vodi otrokova 
starost (v urah) in prisotnost dejavnikov tveganja za razvoj KBE (slika 1). Dejavniki 
tveganja, ki povečajo verjetnost nastanka KBE, delujejo preko vpliva na prehodnost 
krvno-možganske pregrade ali s tem, da vplivajo na vezavo bilirubina na albumin; 
nekateri pa spreminjajo občutljivost možganskih celic na toksičen vpliv bilirubina. 
Mednje uvrščamo nedonošenost, HBPN, sepso, pomanjkanje G-6-PD, asfiksijo, 
letargičnost, temperaturno nestabilnost, acidozo in hipoalbuminemijo (American 
Academy of Pediatrics Subcommittee on Hyperbilirubinemia, 2004). 
Zdravljenje hiperbilirubinemije običajno začnemo s fototerapijo – metodo zdravljenja s 
svetlobo, pri kateri izkoriščamo kemične lastnosti bilirubina. Le-ta se pod vplivom 
svetlobne energije spremeni, tako da nastanejo stereoizomere bilirubina in brezbarvni 
derivati nižje molekulske mase, ki so vodotopni in se lahko izločijo iz telesa z žolčem in 
urinom. Pri fototerapiji uporabljamo pretežno modro svetlobo valovne dolžine med  460 
in 490 nm, saj je penetracija skozi tkiva in absorpcija bilirubina pri tej valovni dolžini 
najboljša (Lozar Krivec idr., 2018; Maisels in McDonagh, 2008). 
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Slika 1. Priporočila za zdravljenje s fototerapijo (a) in izmenjalno transfuzijo (b) pri 
novorojenčkih gestacijske starosti 35 tednov in več (Velkavrh, 2017) 
a) 
 
b)  
 
 
Izmenjalna transfuzija krvi (IT) je poseg, pri katerem novorojenčku odstranjujemo lastno 
in dodajamo ustrezno dajalčevo kri. Indicirana je, kadar ima otrok znake zmerne do hude 
stopnje ABE in/ali je vrednost nekonjugiranega bilirubina zelo visoka ali pa bilirubin kljub 
fototerapiji narašča. V primeru HBPN z IT odstranimo bilirubin, učinkujemo pa tudi na 
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samo hemolitično dogajanje, saj z zamenjavo krvi poleg bilirubina odstranimo tudi z 
materinimi protitelesi obdane otrokove eritrocite (Lozar Krivec, 2015). 
V primeru HBPN smernice Ameriške akademije za pediatrijo za zdravljenje 
hiperbilirubinemije novorojenčka svetujejo uporabo intravenskih imunoglobulinov 
(IVIG), kadar vrednosti bilirubina naraščajo kljub intenzivni fototerapiji ali pa je vrednost 
bilirubina 34–51 µmol/l pod nivojem za IT. Domnevajo, da zdravljenje z IVIG v navedenih 
primerih zmanjša potrebo po IT (American Academy of Pediatrics Subcommittee on 
Hyperbilirubinemia, 2004). Novejša  metaanaliza 12 randomiziranih kliničnih raziskav o 
učinkovitosti zdravljenja HBPN z IVIG je pokazala, da IVIG niso prepričljivo učinkoviti pri 
znižanju potrebe po IT pri HBPN RhD, medtem ko je njihova vloga pri znižanju potrebe 
po IT pri HBPN ABO nejasna (Louis idr., 2014). 
1.2 Hemoliza 
Hemoliza je proces prezgodnje razgradnje eritrocita in je posledica intrinzične 
nepravilnosti eritrocita ali zunanjega vzroka. Lahko poteka znotraj- ali zunajžilno (Rajić, 
2014). 
Pri znotrajžilni hemolizi se pri razgradnji eritrocita v plazmo sprosti prosti Hb, ki se veže 
na haptoglobin, in hem, ki se veže na hemopeksin. Kompleksa Hb-haptoglobin in hem-
hemopeksim nato odstranijo makrofagi v retikuloendotelnem sistemu jeter. Vzroki 
znotrajžilne hemolize so: mehanska poškodba (npr. umetne srčne zaklopke), drugi 
toksični vplivi na eritrocite (npr. zdravila ob pomanjkanju G-6-PD, anemija srpastih celic, 
mikroangiopatska hemolitična anemija) in vezava komplementa (npr. transfuzija ABO-
neskladne krvi, nekatere avtoimunske hemolitične anemije). Vezava komplementa oz. 
aktivacija komplementnega sistema po klasični poti je posredovana z imunskimi 
kompleksi antigen-protitelo preko C1q, ki prepozna Fc-domeno konformacijsko 
spremenjene molekule protiteles IgM ali skupkov protiteles IgG (Varela in Tomlinson, 
2015). Ker protitelesa IgM pri HBPN niso udeležena, protitelesa IgG pa zaradi nizke 
gostote površinskih antigenov fetalnega eritrocita običajno niso dovolj skupaj, je stopnja 
znotrajžilne hemolize z vezavo komplementa pri HBPN majhna. 
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Pri novorojenčku običajno poteka zunajžilna hemoliza, pri kateri poteka odstranjevanje 
eritrocitov na različne načine. Fc-domene na eritrocit vezanih IgG se vežejo na 
makrofage in tvorijo rozete, ki pa jih nato imunski sistem vranice odstrani (fagocitoza in 
liza eritrocitov s pomočjo lizosomskih encimov). Zunajžilni razpad eritrocitov je posledica 
tudi s protitelesi posredovane citotoksičnosti, v katero so vključene  naravne celice 
ubijalke in CD8+ limfociti T (Barcellini, 2015). Vzroki zunajžilne hemolize so poleg z 
imunoglobulini posredovane odstranitve eritrocitov (npr. večina avtoimunskih 
hemolitičnih anemij, HBPN) še bolezni, za katere je značilna sprememba membrane 
eritrocita in s tem oblike eritrocita. To ima za posledico povečano rigidnost in izgubo 
deformacijske sposobnosti eritrocita ter osmotsko krhkost (prirojena sferocitoza). 
Pri razgradnji Hb v retikuloendotelnem sistemu jeter in vranice se sprostita globin in 
hem, slednji pa se s pomočjo encima hemoksigeneze (HO) razgradi v železo (Fe), ogljikov 
monoksid (CO) in biliverdin. Biliverdin se s pomočjo biliverdin reduktaze reducira v 
bilirubin (Schaer idr., 2013), ki se sprošča v kri, kjer se transportira, vezan na albumin. Za 
novorojenčka sta vezani bilirubin in konjugirani bilirubin nenevarna.  
1.3 Hemolitična bolezen ploda in novorojenčka zaradi ABO-izoimunizacije 
HBPN ABO je posledica imunsko pogojenega razpada novorojenčkovih eritrocitov zaradi 
materinih aloimunskih protiteles razreda IgG, ki prehajajo iz materinega krvnega obtoka 
preko posteljice v plodov krvni obtok. HBPN ABO praviloma nastane, ko ima mati krvno 
skupino 0, otrok pa krvno skupino A ali B. Materina protitelesa anti-A in anti-B se vežejo 
na novorojenčkove eritrocitne antigene, s protitelesi opsonizirane eritrocite pa 
odstranjujejo makrofagi v retikuloendotelnem sistemu in s tem bistveno skrajšajo 
njihovo življenjsko dobo. To ima za posledico nastanek anemije in tvorbo bilirubina (de 
Alarcon in Werner, 2005; Wong in Stevenson, 2015; Lozar Krivec idr., 2018). Neskladje v 
sistemu krvnih skupin ABO med materjo in otrokom je prisotno pri približno 15–25 % 
novorojenčkov, vendar hudo HBPN razvije le 1 % otrok, saj so naravno prisotna 
protitelesa anti-B in anti-A večinoma razreda IgM, ki ne prehajajo posteljice (Roberts, 
2008). Protitelesa anti-A in anti-B razreda IgG so pri ljudeh prisotna v manjši meri in 
nastanejo kot posledica izpostavljenosti nekaterim podobnim okoljskim antigenom v 
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hrani, bakterijah in virusih, zato HBPN ABO lahko prizadene tudi otroka po materini prvi 
nosečnosti (Lozar Krivec idr., 2018). 
V razvitih deželah je HBPN ABO najpogostejši razlog HBPN. Po podatkih perinatalnega 
informacijskega sistema je imelo v letu 2015 odpustno diagnozo ABO-izosenzibilizacija 
123 novorojenčkov, kar pomeni, da je bila pojavnost ABO-izosenzibilizacije 6 na 1000 
živorojenih otrok (Vir: NIJZ, Perinatalni informacijski sistem Republike Slovenije). Čeprav 
HBPN ABO praviloma poteka blažje od HBPN zaradi alosenzibilizacije ob neskladju v RhD-
krvnih skupinah, je ta pomemben razlog za izrazito zlatenico in potrebo po izvedbi IT 
(Davutoğlu idr., 2010; McGillivray idr., 2016; Yu idr., 2017; Lozar Krivec idr., 2018). 
1.4  Nevrotoksični učinek hiperbilirubinemije pri novorojenčku 
Patogeneza bilirubinske citotoksičnosti ni povsem pojasnjena. Domnevajo, da poteka 
okvara celic OŽ preko več mehanizmov. Škodljivi učinki nekonjugiranega bilirubina so 
najverjetneje pogojeni s spremembami, ki jih bilirubin povzroči na celičnih in 
mitohondrijskih membranah ter membranah endoplazemskega retikuluma. Omenjene 
spremembe vodijo v zmanjšano porabo kisika in tvorbo energije ter zvišanje 
intracelularnega kalcija (Ca); pride tudi do aktivacije kaspaze 3, kar privede do apoptoze 
nevronov. Poleg celične smrti toksične vrednosti bilirubina povzročijo tudi zmanjšanje 
dendritične in aksonske arborizacije, kar kaže na moteno medcelično izmenjavo. 
Bilirubin učinkuje tudi na nenevronske celice OŽ (astrocite, mikroglijo, oligodendrocite, 
endotelne celice krvno-možganske pregrade in epitelijske celice horoidnega pleteža 
(krvno-likvorsko pregrado)). Na oligodendrocitih zaznamo, podobno kot pri nevronih, 
povečano apoptozo in oksidativno poškodbo, zmanjšana pa je tudi tvorba mielina. V 
mikrogliji in astrocitih pa je zaznati proinflamatorne spremembe (Watchko in Tiribelli, 
2013). 
Vrednost bilirubina, pri kateri zaznamo škodljive učinke, ni znana in je arbitrarno 
določena na osnovi rezultatov epidemioloških raziskav kernikterusa (American Academy 
of Pediatrics Subcommittee on Hyperbilirubinemia, 2004). Klinični laboratoriji določajo 
vrednost celokupnega bilirubina v serumu, ki predstavlja vrednost na albumin vezanega 
bilirubina, ki je praviloma netoksičen, medtem ko vrednosti manjše frakcije prostega, 
nevezanega bilirubina, ki prehaja v tkiva in ima lahko škodljive učinke, v kliničnih 
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laboratorijih ne določajo. Nevezan bilirubin je v dinamičnem ravnovesju s tkivi, v katera 
prehaja, ter s koncentracijo celokupnega bilirubina, koncentracijo albumina in konstanto 
vezave albumin-bilirubin. Na toksičnost bilirubina zato poleg koncentracije celokupnega 
bilirubina vplivajo tudi dejavniki, ki učinkujejo na vezavno sposobnost albumina 
(koncentracija albumina; pridružena bolezenska stanja; gestacijska starost; prisotnost 
molekul, ki z bilirubinom tekmujejo za vezavna mesta na albuminu). Toksičnost 
bilirubina je odvisna še od časa izpostavljenosti visokim vrednostim bilirubina, 
nevronske dovzetnosti za poškodbo (odvisna od razvojne stopnje nevrona), sposobnosti 
odstranjevanje bilirubina iz OŽ in prehodnosti krvno-možganske pregrade (Watchko in 
Tiribelli, 2013). 
Iz še ne pojasnjenih razlogov je hemoliza dodaten rizični dejavnik za nevrotoksičen 
učinek bilirubina, saj KBE nastane v prisotnosti hemolize pri nižjih vrednostih bilirubina 
kot v prisotnosti  nehemolitičnih vzrokov za hiperbilirubinemijo (Kaplan idr., 2014). V 
epidemioloških poročilih o kernikterusu je hemoliza najpogostejši vzrok 
hiperbilirubinemije (Sgro idr., 2006; Manning idr., 2007; Johnson idr., 2009; Ebbesen 
idr., 2012). V poročilu ameriškega registra za kernikterus je imelo 45,6 % otrok s 
kernikterusom hemolizo (22,4 % zaradi ABO-izoimunizacije, 20,8 % zaradi G-6-PD 
pomanjkanja, 2,4 % zaradi prirojene sferocitoze), pri 18,4 % pa so bili prisotni 
nespecifični laboratorijski znaki hemolize. Iz navedenega je jasno, da je bila hemoliza 
razlog za KBE v 64 % primerov (Johnson idr., 2009). Velika kohortna raziskava (n = 
32808), ki je preučevala povezavo med vrednostni bilirubina ( 428 µmol/l) in pozitivnim 
direktnim Coombsovim testom (DCT) ter nevrološkim izidom in inteligenčnim 
količnikom, je pokazala, da so bile visoke vrednosti bilirubina napovedne za nižji 
inteligentni količnik samo, kadar je bil prisoten pozitiven DCT (celokupni IQ: - 6,7 točk) 
(Kuzniewicz in Newman, 2009). To potrjuje opažanje, da pride do trajnih možganskih 
okvar pogosteje, kadar je vzrok za hiperbilirubinemijo hemoliza. 
Mehanizem povečane nevrotoksičnosti bilirubina pri hemolizi ni pojasnjen. Raziskovalci 
predvidevajo, da je pri hemolizi naraščanje vrednosti bilirubina prehitro glede na 
konjugacijske sposobnosti jeter, vezavne sposobnosti albumina in hitrost prehajanja 
bilirubina v tkiva (npr. kožo), kar vodi v povečan delež toksičnega prostega bilirubina 
(Kaplan idr., 2014). Ob hemolizi je telo izpostavljeno tudi toksičnima Hb in hemu, ki poleg 
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visokih vrednosti bilirubina pomembno doprineseta k oksidativnemu stresu (Rother idr., 
2005) in dodatno obremenjujeta že sicer nižjo antioksidativno sposobnost novorojenčka 
(Arteaga idr., 2017). Toksičen učinek hemolize je odvisen tudi od individualnih 
sposobnosti odstranjevanja molekule hema. Ekspresija gena za HO-1 (ključnega encima 
v razgradnji hema), ki se v primeru hemolize praviloma poveča, se med posamezniki 
razlikuje in je odvisna od polimorfizma (GT)n dinukleotidnega zaporedja HO-1 
promotorske regulatorne regije (Exner idr., 2004). Osebe z večjim številom ponovitev 
imajo nižjo ekspresijo in so zato bolj izpostavljene toksičnosti Hb in hema, ter obratno, 
osebe z nizkim številom ponovitev imajo višjo ekspresijo in aktivnost HO-1 ter večjo 
produkcijo bilirubina, kar lahko ponovno doprinese k povečani nevarnosti za nastanek 
okvare OŽ zaradi bilirubina (Tidmarsh idr., 2014).  
1.5 Laboratorijske metode dokazovanja hemolize 
Pri novorojenčku je diagnosticiranje hemolize pomembno tako z vidika ugotavljanja 
vzroka hiperbilirubinemije kot z vidika zdravljenja. Ob potrditvi hemolize pričakujemo 
višje vrednosti bilirubina in nastanek anemije, kar bistveno vpliva na obravnavo 
novorojenčka, poleg tega pa potrditev hemolize vodi v terapevtsko ukrepanje pri nižjih 
vrednostih bilirubina, saj je hemoliza dejavnik za razvoj KBE (Kaplan idr., 2014; Wong in 
Stevenson, 2015).   
Potrditev hemolitičnega dogajanja je lahko z običajnimi laboratorijskimi in 
transfuzijskimi preiskavami pri novorojenčku težavna. Hemolizo običajno potrjujemo s 
posrednimi laboratorijskimi kazalci: povišan bilirubin, anemija in padec Hb, 
retikulocitoza, spremembe v krvnem razmazu (dokaz nezrelih oblik rdečih krvnih celic v 
krvnem razmazu eritroblasti/normoblasti), povišan RDW (angl. red blood cell 
distribution width), IRF (angl. immature reticulocyte fraction), znižan haptoglobin in 
hemopeksin, povišana vrednost laktatne dehidrogenaze (LDH), prosti Hb in 
hemoglobinurija. Nekatere preiskave, kot so povišan bilirubin, anemija, retikulocitoza in 
spremembe v krvnem razmazu, so nespecifične, medtem ko so znižan haptoglobin in 
hemopeksin ter povišana vrednost LDH, prisotnost prostega Hb in hemoglobinurija za 
dokazovanje hemolize v novorojenčkovem obdobju neprimerni pokazatelji (de Alarcon 
in Werner, 2005; Marchand idr., 1980; Geaghan, 2011; Barcellini in Fattizzo, 2015).  
31 
 
1.5.1 Nekonjugirani bilirubin 
Bilirubin, ki nastaja ob razgradnji hema, je dober pokazatelj zunajžilne hemolize 
(Barcellini in Fattizzo, 2015), ki pri novorojenčku prevladuje, vendar so povišane 
vrednosti nekonjugiranega bilirubina zaradi zmanjšane aktivnosti UDPGT in povečanega 
enterohepatičnega obtoka bilirubina pri novorojenčku povišane tudi v odsotnosti 
hemolize. 
1.5.2 Anemija in padec Hb 
Pri novorojenčku so vrednosti Hb zaradi prilagoditve ploda na nizke vrednosti delnega 
tlaka kisika v arterijski krvi v maternici visoke (ob rojstvu je vrednost Hb 149–237 g/L). 
Po rojstvu je novorojenček izpostavljen višjim vrednostim parcialnega tlaka kisika, kar 
zavre izločanje eritropoetina, eritropoeza pa se zmanjša (Rajić, 2012; Roberts  in Murray, 
2012). Omenjeno se odraža tako v fiziološkem znižanju števila retikulocitov prve dni po 
rojstvu kot znižanju vrednosti Hb (slika 2) (Christensen idr., 2016). Poleg zmanjšanega 
nastajanja eritrocitov je po rojstvu upad vrednosti Hb posledica tudi zvečane 'fiziološke' 
razgradnje eritrocitov. Vrednost CO v izdihanem zraku, ki je odraz stopnje hemolize, je 
namreč v prvem tednu življenja dvakrat višja kot kasneje v življenju (Maisels, 2006; 
Christensen idr., 2015). Razlog 'fiziološkega' razpada eritrocitov po rojstvu ni znan, 
raziskovalci pa menijo, da je mehanizem razpada podoben neocitolizi, ki jo vidimo pri 
alpinistih po vrnitvi iz visokogorskih odprav v nižino, pri katerih so ob spustu v nižino 
ugotovili hiter upad koncentracije eritropoetina in selektiven razpad mladih 
cirkulirajočih eritrocitov  (Christensen idr., 2016). 
Diferencialna diagnostika anemije je v neonatalnem obdobju široka. Anemija je lahko 
rezultat tako povečane razgradnje eritrocitov (imunske hemolize, hemolize zaradi 
eritrocitnih motenj, okužbe, mikroangiopatska hemolitična anemija itd.) kot zmanjšane 
eritropoeze (okužbe npr. s parvovirusom B19, citomegalovirusom in rdečkami, 
Diamond-Blackfanova anemija, kongenitalna diseritropoetska anemija, kongenitalna 
levkemija, Pearsonov sindrom) ali krvavitve (npr. znotrajlobanjske, subperiostalne ali 
subgalealne krvavitve, krvavitve ob porodu npr. zaradi poškodbe vasa praevia, abrupcije 
placente ali poškodbe popkovine, fetomaternalne krvavitve, krvavitve ob sindromu 
transfuzije od dvojčka k dvojčku) ter nedonošenosti (Roberts in Murray, 2012). 
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1.5.3 Retikulocitoza 
Retikulociti so nezreli eritrociti, ki po izplavljanju iz kostnega mozga v periferno kri 
dokončno dozorijo, običajno v enem dnevu. Ob rojstvu je število retikulocitov v 
primerjavi s številom pri odrasli osebi visoko in znaša 110–450 x 109/l, zaradi zmanjšanje 
tvorbe eritropoetina po porodu pa njihovo število hitro upade na 10–85 x 109/l do 
drugega tedna starosti (Roberts in Murray, 2012) (slika 2). Retikulociti so pokazatelj 
eritropoetske aktivnosti kostnega mozga. Njihovo število se poveča kot odgovor na 
zmanjšanje števila eritrocitov v krvi ob hemolizi ali krvavitvi, pomembna stimulacija 
eritropoeze pa sta lahko tudi hipoksija ali zdravljenje z eritropoetinom (Barcellini 
in Fattizzo, 2015). 
Retikulociti so lahko pri novorojenčku kljub jasni hemolizi tudi znižani, npr. po 
znotrajmaterničnih transfuzijah (Dorn idr., 2010) ali HBPN zaradi alosenzibilizacije Kell 
(Vaughan idr., 1998). Antigen Kell je izražen na eritroidnih progenitornih celicah, zato je 
v primeru Kell alosenzibilizacije zavrta tudi eritropoeza, kar se odrazi v nizkem številu 
retikulocitov, hudi anemiji in manj izraziti hiperbilirubinemiji, saj zgodnji eritroidni 
prekurzorji še ne vsebujejo hemoglobina (Lozar Krivec idr., 2018). 
Pri hemolizi in drugih stanjih povečane eritropoeze poleg povečanega števila 
retikulocitov opazimo tudi zvečanje deleža nezrelih retikulocitov v periferni krvi – IRF 
(angl. immature reticulocyte fraction).  
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Slika 2. Vrednosti hemoglobina, povprečnega volumna eritrocitov, števila retikulocitov, 
deleža nezrelih retikulocitov in vsebnost hemoglobina v retikulocitih 90 dni po rojstvu 
(Christensen idr., 2016)   
 
 
Povprečni volumen eritrocitov – MCV (angl. mean corpuscular volume), število retikulocitov, delež 
nezrelih retikulocitov – IRF (angl. immature reticulocyte fraction), vsebnost hemoglobina v retikulocitih – 
RetHe (angl. reticulocyte hemoglobin content). Prekinjene črte predstavljajo 10. in 90. percentil, 
neprekinjena črta pa zglajene mediane vrednosti. 
Postnatalna starost (dnevi) 
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1.5.4 Spremembe v krvnem razmazu 
Pri hemolizi lahko v krvnem razmazu zaradi povečane eritropoetske aktivnosti zaznamo 
nezrele celice eritropoetske vrste z jedrom, ki jih imenujemo normoblasti (eritroblasti) 
(slika 3). Prisotnost normoblastov pri novorojenčku ni specifična za hemolizo, saj so 
lahko normalno prisotni tudi pri zdravem novorojenčku 1–2 dni po rojstvu (njihovo 
število praviloma ne preseže 5 x 109/l). Povišano število normoblastov poleg ob hemolizi 
(predvsem HBPN RhD) zaznamo še po krvavitvi (še posebej fetomaternalni), kronični 
znotrajmaternični hipoksiji  (zastoj rasti ploda, hipertenzija matere, gestacijski diabetes) 
in ob porodni asfiksiji (Roberts in Murray, 2012). 
Slika 3. Normoblasti v aspiratu kostnega mozga 
 
 
 
Rdeča puščica – bazofilni normoblast, zelena puščica – zreli bazofilni normoblast, modra puščica – nezreli 
polikromatofilni normoblast (Internetni vir). 
 
Čeprav je povišana vrednost sferocitov značilna za prirojeno sferocitozo, bolezen, ki 
nastane zaradi nepravilnosti v citoskeletu eritrocita in se v novorojenčkovem obdobju 
lahko kaže s hemolizo (Christensen idr., 2010), je prisotnost sferocitov v krvnem razmazu 
zaznati tudi pri imunsko pogojenem hemolitičnem dogajanju (sliki 4a in 4b). Sferocite 
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najpogosteje vidimo pri HBPN ABO. S protitelesi anti-A ali anti-B opsonizirani eritrociti 
so izpostavljeni delovanju makrofagov, ki pa zaradi maloštevilčnosti imunoglobulinov na 
površini celice ne sprožijo popolne odstranitve eritrocita, ampak le dela membrane, kar 
povzroči spremembo oblike eritrocita (Lozar Krivec idr., 2018).  
Shizociti, deli fragmentiranih eritrocitov (slika 4c), nastanejo v primeru mehanske 
poškodbe eritrocita in so prisotni tako pri mikroangiopatskih hemolizah kot tudi v 
primeru drugih mehanskih poškodb eritrocita (umetne zaklopke, intravaskularni umetni 
materiali, veliki hemangiomi) (Barcellini, 2015). Čeprav je prisotnost shizocitov v krvnem 
razmazu zlateničnega novorojenčka lahko artefakt, velja, da je več kot 1 % shizocitov pri 
donošenem in več kot 5 % pri nedonošenem novorojenčku patološko stanje, ki narekuje 
iskanje mikroangiopatskega obolenja. V kolikor je poleg zlatenice prisotna še 
trombocitopenija, ima novorojenček lahko: (1) diseminirano intravaskularno koagulacijo 
ob perinatalni asfiksiji, okužbah in sepso, (2) kongenitalno obliko trombotične 
trombocitopenične purpure zaradi pomanjkanja ADAMTS13, (3) homozigotno 
pomanjkanje proteina C, (4) neonatalni hemolitični uremični sindrom in (5) velik 
hemangiom ali žilni tumor (Christensen idr., 2014). 
Ehinociti, eritrociti s številnimi, enakomerno razporejenimi drobnimi, površinskimi 
izrastki (slika 4d), nastanejo zaradi skrčenja in dehidracije eritrocita ob pomanjkanju ATP 
za vzdrževanje ionskih membranskih črpalk. Njihova prisotnost v krvnem razmazu je 
lahko artefakt ali pa znak pomanjkanja encima piruvat kinaze (Chistensen idr., 2014). 
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Slika 4. Slike krvnih razmazov novorojenčka (Chistensen idr., 2014)  
 
 
 
 
 
 
a) sferociti v krvnem razmazu novorojenčka s HBPN ABO, b) sferociti v krvnem razmazu novorojenčka z 
dedno sferocitozo, c) shistociti, d) ehinociti. 
 
1.5.5 Povišan indeks variabilnosti velikosti eritricitov 
Vrednost indeksa variabilnosti velikosti eritrocitov (RDW – angl. red blood cell 
distribution width) nam pove, kako raznolika je velikost eritrocitov (anizocitoza) v vzorcu 
periferne krvi (Rajić, 2012). Normalna vrednost RDW je pri novorojenčku višja kot pri 
starejših otrocih in odraslih in znaša 15,5–20 % (Christensen idr., 2015). Anizocitoza in s 
tem zvišan RDW je značilna za številne anemije (Rajić, 2012) in stanja povečane 
eritropoeze, saj so zaradi intenzivnega izplavljanja celic iz kostnega mozga v periferni 
krvi prisotne rdeče krvne celice različne stopnje zrelosti in s tem velikosti. 
d 
c 
Sferociti  
HBPN AB0 
  Sferociti 
Dedna       
sferocitoza 
Shistociti 
Ehinociti 
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1.5.6 Laktatna dehidrogenaza 
LDH je citoplazemski encim številnih tkiv (kri, srce, mišice, jetra, ledvice, možgani itd.), 
ki katalizira pretvorbo piruvata v laktat v procesu anaerobne glikolize. V fizioloških 
pogojih je njegova plazemska koncentracija odraz običajnega celičnega obrata. V krvi se 
vrednost LDH poviša v stanjih celičnega razpada, torej ob hemolizi, zaradi prisotnosti 
LDH v številnih tkivih pa je njegovo plazemsko povišanje zaznati tudi v primeru celične 
nekroze in povečanega celičnega obrata druge etiologije (npr. infarkt, srčno popuščanje, 
hepatitis, ekstremna mišična aktivnost, maligna obolenja, neučinkovita eritropoeza ob 
pomanjkanju B12 in folata itd.) (Barcellini in Fattizzo, 2015). 
Pri dokazovanju hemolitičnega dogajanja je LDH dober pokazatelj znotrajžilne hemolize, 
pri kateri se njegova koncentracija zviša za 4–5-krat, medtem ko je pri zunajžilni hemolizi 
LDH le blago povišan (Barcellini in Fattizzo, 2015). V neonatalnem obdobju prevladujejo 
stanja zunajžilne hemolize, zato je določanje LDH za dokazovanje hemolize v 
novorojenčkovem obdobju, poleg drugih omejitev, ki jih naštevamo spodaj, manj 
uporabno.  
Normalne vrednosti LDH so pri novorojenčku višje kot pri večjem otroku in odraslem 
(3 - 10,3 µkat/L) (Roberts in Murray, 2012). Vrednosti LDH pri zdravih novorojenčkih in 
novorojenčkih s fiziološko zlatenico ali hemolizo se prekrivajo. V raziskavi McCoola in 
sodelavcev (1961) so bile vrednosti LDH v krvi prve dni po rojstvu pri zdravih 
novorojenčkih med 7,8 in 30,2 µkat/L, pri novorojenčkih s fiziološko zlatenico med 6 in 
30,5 µkat/L, pri otrocih s HBPN ABO med 13,7 in 55 µkat/L in pri otrocih s HBPN RhD 
med 8,3 in 110,8 µkat/L. Vrednost LDH pri otrocih s hemolizo ni korelirala z vrednostmi 
bilirubina (McCoord idr., 1961). 
Vrednosti LDH so pri novorojenčku poleg od običajnih stanj, ki zvišujejo njegovo 
koncentracijo (okužba, obporodna asfiksija, dihalna stiska) (Karlsson idr., 2010; 
Choudhary idr., 2015; Wiberg - Itzel idr., 2015), odvisne tudi od načina poroda. V 
raziskavi Wiberg-Itzel in sodelavci (2015), v kateri so preučevali vpliv načina poroda na 
vrednosti LDH v popkovni krvi pri 549 donošenih novorojenčkih, so bile vrednosti LDH 
statistično značilno višje pri otrocih, rojenih z urgentnim carskim rezom in vakuumsko 
38 
 
ekstrakcijo, ter statistično značilno nižje pri otrocih, rojenih z elektivnim carskim rezom 
(Wiberg-Itzel idr., 2015). 
Vrednost LDH je lahko lažno povišana tudi v primeru in vitro hemolize, preanalitične 
motnje, ki je pri novorojenčku in majhnem otroku pogosta. V raziskavi Lippi in 
sodelavcev (2006) so bile vrednosti LDH ob in vitro hemolizi (stopnja hemolize 0,6 g/L) 
za 34 % višje kot v vzorcih brez hemolize (Lippi idr., 2006). 
1.5.7 Haptoglobin 
Haptoglobin je plazemski glikoprotein, ki ga tvorijo hepatociti. Uvrščamo ga med 
beljakovine akutne faze, njegova koncentracija pa se ob vnetju ali tkivni poškodbi zviša. 
Haptoglobin je vezalec prostega Hb in zato pomembna zaščita pred oksidativno 
poškodbo, ki jo povzroča prosti Hb. Določanje koncentracije haptoglobulina nam je pri 
dokazovanju hemolize v pomoč, saj je ta znižana ali celo nedoločljiva v primeru 
predvsem znotrajžilne (do določene mere tudi zunajžilne) hemolize (Shih idr., 2014; 
Kormoczi idr., 2006). 
Vrednosti haptoglobina so pri novorojenčku fiziološko znižane ali celo nemerljive 
(Chistensen, 2014). Objavljene vrednosti haptoglobina v popkovni krvi so od 0 do 
0,136 g/L, povprečje 0,026 g/L (Cakmak idr., 2008), pri 1–7 dni starih novorojenčkih pa 
0,1 g/L (razpon 0–0,41 g/L) (Yee in Bollard, 2008) ter 0,378 g/L pri donošenih in 
0,269 g/L pri nedonošenih novorojenčkih (razpon ni objavljen) (Chavez-Bueno 
idr., 2011). 
Omenjeno predstavlja veliko omejitev uporabe haptoglobina pri dokazovanju 
hemolize pri novorojenčku v klinični praksi. 
1.5.8 Hemoglobinurija 
Hemoglobinurija v odsotnosti eritrociturije je indikator znotrajvaskularne hemolize, ki 
pa je pri novorojenčku redko prisotna. 
1.5.9 Transfuzijske preiskave 
Za potrditev imunskega vzroka hemolize so odločujoče specifične transfuzijske 
preiskave: materina krvna skupina in indirektni Coombsov test (ICT) ter otrokova krvna 
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skupina in DCT. Krvni skupini otroka in matere se pri HBPN seveda razlikujeta, medtem 
ko sta ICT in DCT lahko pozitivna ali negativna (Lozar Krivec idr., 2018).  
V primeru HBPN ABO je ICT pri materi negativen, DCT pri otroku pa lahko pozitiven ali 
negativen (Wong in Stevenson, 2015). V raziskavi, ki so jo opravili  Sarici in sodelavci 
(2002), je imelo le 26 % novorojenčkov z neskladjem v sistemu krvnih skupin ABO, ki so 
razvili pomembno hiperbilirubinemijo, pozitiven DCT. Herchel s sodelavci (2002) je 
preučeval občutljivost, specifičnost in pozitivno napovedno vrednost DCT za potrditev 
hemolize, diagnosticirane z visokimi vrednostmi CO v izdihanem zraku. Njihovi rezultati 
so pokazali, da bi z določanjem DCT v popkovni krvi zgrešili polovico novorojenčkov, ki 
razvijejo pomembno hiperbilirubinemijo, saj je bila občutljivost pozitivnega DCT 38,5 %, 
specifičnost 98,5 %, pozitivna napovedna vrednost pa 59 % (2-Herschel idr., 2002). 
Pozitiven DCT še ne potrjuje prisotnosti hemolize, saj razvije hiperbilirubinemijo le 
52-59 % DCT-pozitivnih novorojenčkov z neskladjem v sistemu krvnih skupin ABO med 
materjo in otrokom (Kaplan idr., 2010; 1-Herschel idr. 2002). Pozitivna napovedna 
vrednost DCT za fototerapijo pa je še nižja, 13,5–23 % (Geaghan, 2011; Dinesh, 2005; 
Bhat in Kumar, 2012).  
Negativen DCT je v primeru HBPN ABO posledica manjšega števila antigenov na 
novorojenčkovih eritrocitih (Voak in Williams, 1971) ali slabše afinitete protiteles v 
pogojih reakcije (Roberts, 2008), zato  ob sumu na HBPN ABO opravimo še elucijo 
novorojenčkovih eritrocitov po Luiju (Van Rossum idr., 2015). 
1.5.10 Nastajanje CO v telesu 
Pri razpadu eritrocita se sprosti Hb, ki se razgradi na hem in globin, hem pa se s pomočjo 
HO nadaljnje razgradi v Fe, CO in biliverdin. Biliverdin se s pomočjo biliverdin reduktaze 
reducira v bilirubin, zato nastane ob razgradnji hema s pomočjo HO ekvivalentna količina 
CO, Fe in bilirubina (Stevenson idr., 2001). Ker je najpomembnejši vir molekule hema v 
telesu prav Hb, lahko poenostavimo, da je endogeno nastali CO posledica razgradnje Hb. 
Dokaz povečanega nastajanja CO v telesu je zato neposredni pokazatelj hemolize. CO se 
nato veže na Hb, nastane karboksihemoglobin (COHb), ki po krvi transportira CO do 
pljuč, kjer se izloči z izdihanim zrakom. Koncentracija COHb v krvi je zato marker 
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razgradnje Hb oziroma razpada eritrocitov. Prav tako pa se lahko stopnjo razgrajevanja 
Hb določi z merjenjem CO v izdihanem zraku (Stevenson idr., 2001; de Alarcon in 
Werner, 2005). 
Slika 5. Shema razgradnje hema (povzeto po Cohen idr., 2010) 
 
Pri novorojenčkih s hemolizo so povečano nastajanje CO potrdili z dokazom zvišane 
koncentracije COHb v krvi s plinsko kromatografijo (PK) (Alden idr., 1974; Fallstrom in 
Bjure, 1997, 1998 in 1999; Kaplan idr., 2010) in zvišano koncentracijo CO v izdihanem 
zraku (Tidmarsh idr., 2014). Dokazovanje povečanega nastajanja CO pri novorojenčkih s 
hemolizo z določanjem COHb z oksimetrijo doslej še ni bilo raziskano, prav tako ni znana 
razmejitvena vrednost COHb, pri kateri bi potrdili povečano razgradnjo hema in s tem 
hemolizo. 
1.6 Metode določanja nastajanja CO v telesu 
Endogeno nastali CO lahko merimo na dva načina: z merjenjem CO v izdihanem zraku 
(ETCOc, angl. end tidal CO) ali z določanjem koncentracije COHb v krvi.  
1.6.1 Določanje CO v izdihanem zraku 
Obposteljna metoda za določanje CO v izdihanem zraku, korigiranega za CO v vdihanem 
zraku (ETCOc), je bila prvič opisana leta 1994 (Vreman idr., 1994), primerljivost omenjene 
metode s predhodno uporabljeno metodo določanja ETCOc, plinsko kromatografijo, pa 
je potrdil Stevenson s sodelavci (Stevenson idr., 1994). Povečane vrednosti ETCOc pri 
otrocih s hemolizo so bile od takrat dalje v raziskavah večkrat potrjene (Tidmarsh idr., 
Hem oksigenaza 
Hem 
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2014). Aparat za obposteljno določanje ETCOc pri novorojenčkih, CoSense ETCO Monitor, 
je na ameriškem tržišču na voljo od leta 2014, medtem ko ga v Sloveniji nimamo. V 
raziskavi Vreman in sodelavci (1996) so bile normalne vrednosti ETCOc pri otrocih brez 
hemolize 1,9 ± 0,6 ppm, medtem ko so bile vrednosti pri otrocih s hemolizo višje, 7,3 ± 
4,1  ppm (Vreman idr., 1996). 
1.6.2 Določanje COHb v krvi 
Koncentracijo COHb lahko določamo spektrofotometrično ali s plinsko kromatografijo 
(PK), s katero lahko določamo COHb ali COHbc (vrednosti COHb korigirane za CO v 
vdihanem zraku).  
PK je najbolj natančna in referenčna metoda določanja COHb (Widdop, 2002). Pogosto 
jo uporabljajo v forenzične namene, ko so vzorci neuporabni za spektrofotometrično 
analizo, medtem ko je v klinični praksi PK zaradi zahtevnosti in zamudnosti analize 
praktično neuporabna (Widdop, 2002; Lewis idr., 2004).  
Spektrofotometrična metoda pri določanju koncentracije COHb izkorišča razliko v 
absorbcijskem spektru oksihemoglobina (O2Hb) in COHb (slika 6). V klinični praksi 
določamo COHb spektrofotometrično z oksimetri,1 analizatorji, ki podajo vrednost COHb 
kot delež celokupnega Hb. Prvi oksimetri, ki so bili razviti v 80. letih prejšnjega stoletja, 
so pri analizi uporabljali svetlobo štirih valovnih dolžin, kar je pomenilo večjo možnost 
vpliva v krvi prisotnih, motečih molekul (bilirubin in fetalni hemoglobin) na rezultate 
meritve, zato je bila njihova uporaba, predvsem za določanje nizkih koncentracij COHb, 
omejena (Mahoney idr., 1993; Olson, 2010). S tehničnim izboljšanjem oksimetrov je 
njihova uporabnost naraščala; prvo poročilo o primernosti uporabe oksimetra za 
določitev COHb pri novorojenčku v primerjavi s PK je bilo objavljeno 1994 (Vreman idr., 
1994). V literaturi nato ne zasledimo več raziskovalnih poročil, ki bi primerjala rezultate 
meritev COHb s sodobnimi oksimetri z referenčno metodo, PK, pri novorojenčkih.  
                                                          
1 V besedilu uporabljamo izraza spekrofotometrično z oksimetrom in oksimetrija v enakem 
pomenu. 
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Slika 6. Absorpcijski krivulji oksihemoglobina in karboksihemoglobina 
(Klendshoj  idr., 1950) 
 
 
Sodobni oksimetri uporabljajo svetlobne žarke različnih valovnih dolžin (Cobas b 221 
uporablja 512 različnih valovnih dolžin), s čimer se pomembno zmanjša napaka pri 
meritvi zaradi drugih v krvi prisotnih molekul, ki imajo lahko podoben absorpcijski 
spekter kot preučevane molekule (npr. fetalni hemoglobin) (Vreman idr., 1988; Zijlstra 
idr., 1991). Prednost sodobnih oksimetrov je tudi majhna količina krvi (0,1 ml), ki je 
potrebna za analizo, in hitra analiza (rezultat analize je znan v nekaj minutah) 
(Instructions for Use, 2014). Oksimeter je pogosto vgrajen v sodobne klinične 
analizatorje skupaj s plinskim analizatorjem in zato dostopen v večini kliničnih 
laboratorijev (Widdop, 2002). Meritve COHb z novejšimi oksimetri pri novorojenčkih še 
niso bile preučevane, zato vrednosti COHb, določene z oksimetrijo pri zdravih 
novorojenčkih in novorojenčkih s hemolizo, niso znane.   
Oksihemoglobin Karboksihemoglobin 
 
Absorbanca (L mmol-1cm-1) 
 
Absorbanca (L mmol-1cm-1) 
 
Absorbanca (L mmol-1cm-1) 
 
Valovna dolžina (nm) Valovna dolžina (nm) 
Valovna dolžina (nm) 
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Določitev COHb pri novorojenčku z zlatenico, npr. istočasno z določanjem ravni 
bilirubina v krvi za opredelitev potrebe po terapiji, predstavlja zanimivo metodo 
ugotavljanja stopnje hemolize. Ker je PK v klinični praksi neuporabna, za merjenje CO v 
izdihanem zraku pri novorojenčku pa je potreben poseben analizator, je opredelitev 
uporabnosti novejših oksimetrov za določanje COHb in s tem stopnje hemolize v 
populaciji novorojenčkov zanimiva in zaradi potencialne klinične uporabnosti 
pomembna ideja.  
1.7 Vpliv drugih dejavnikov na vrednosti COHb v krvi 
Na tvorbo CO in vrednosti COHb v telesu lahko poleg hemolize vplivajo tudi drugi klinični 
in okoljski dejavniki. 
Poznamo dve izoformi (obliki) HO; HO-1 in HO-2. HO-1 je v fizioloških razmerah prisotna 
v majhnih količinah v vseh celicah telesa, razen vranici. HO-2 pa je konstitutivno prisotna 
v večini tkiv; v vranici, jetrih, ledvicah, testisih, srčnožilnem in živčnem sistemu. Sinteza 
HO-1 je posledica indukcije transkripcije gena HMOX1 kot splošen odgovor na celični 
stres. Poleg hema, ki je substrat encima HO-1, sintezo encima stimulirajo tudi NO, 
citokini, endotoksini, težke kovine, hormoni, rastni dejavniki, oksidativne substance, 
ishemično-perfuzijska okvara in ultravijolično sevanje. Večina teh stimulatorjev je 
povezana s prooksidativnimi stanji, zato se HO-1 prišteva k inducibilnim antioksidativnim 
celičnim mehanizmom (Ryter idr., 2009). Vrednosti COHb so zato v prisotnosti sepse, 
hipoksije, hiperoksije, dihalne stiske ali zdravljenja z NO lahko spremenjene, kar 
potencialno vpliva na interpretacijo rezultatov meritve COHb pri otroku s hemolizo.  
Na vrednosti COHb vplivajo tudi CO v vdihanem zraku (Ostrander idr., 1982) in starost 
novorojenčka (Chistensen idr., 2016), kajenje matere pa vpliva na COHb v popkovni krvi 
in prvi dan po rojstvu (Visnjevac idr., 1986; Bureau idr., 1882). V zaprtih prostorih je vpliv 
CO v zraku na meritve COHb majhen, saj so koncentracije CO v prostorih brez 
endogenega vira CO nizke in praviloma nižje od koncentracij CO na prostem (Solo, 2011;  
Allen in Wadden, 1982; Chamseddine in El-Fadel, 2015). Za novorojenčke je bilo 
dokazano, da se za vsak 1 ppm CO v zraku COHb poviša za 0,17 % celokupne vrednosti 
(Ostrander idr., 1982). 
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Pri uporabi CO kot markerja hemolize predpostavljamo, da večina (≈85 %) endogeno 
proizvedenega CO nastane med metabolizmom hema. Preostali del CO nastane pri 
oksidaciji organskih molekul, kot sta fotooksidacija organskih spojin in lipidna 
peroksidacija membranskih maščob, procesa, ki sta lahko v nekaterih patoloških stanjih 
povečana (Tidmarsh idr., 2014; Rodgers idr., 1994). 
Količina nastalega CO se najverjetneje razlikuje tudi med posamezniki, saj je povečana 
ekspresija gena za HO-1 v odgovor na hemolizo odvisna tudi od polimorfizma (GT)n 
dinukleotidnega zaporedja HMOX1 promotorske regulatorne regije. Osebe z večjim 
številom ponovitev imajo nižjo ekspresijo in nižjo koncentracijo HO-1, medtem ko imajo 
osebe z nizkim številom ponovitev višjo ekspresijo in aktivnost HO-1 ter večjo produkcijo 
CO in bilirubina (Exner idr., 2004). 
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1.8  Namen raziskave 
Namen raziskave je:  
 analizirati pomen meritve COHb z oksimetrijo za potrditev hemolize pri 
novorojenčku in s tem opredeliti možnost uporabe ravni COHb kot 
diagnostičnega testa za potrditev hemolize; 
 ugotoviti, ali klinični dejavniki, postnatalna starost novorojenčka, sepsa in 
dihalna stiska vplivajo na vrednosti meritev COHb. 
1.9  Hipoteze 
 Vrednosti COHb, določene z oksimetrijo, so pri zdravih, donošenih novorojenčkih 
s hemolizo višje kot vrednosti COHb pri donošenih zlateničnih novorojenčkih 
brez hemolize in donošenih zdravih novorojenčkih. 
 Meritev COHb z oksimetrijo je primerna diagnostična metoda za potrditev 
hemolize pri novorojenčkih (specifičnost in občutljivost meritve COHb z 
oksimetrijo za dokaz hemolize pri novorojenčku sta visoki). 
 Vrednosti COHb so pri donošenih novorojenčkih s sepso ali dihalno stisko višje 
kot pri zdravih novorojenčkih. 
 Vrednosti COHb se pri zdravih novorojenčkih v prvem tednu življenja znižujejo. 
1.10 Utemeljitev in cilji 
Pri novorojenčku, ki ima znižano sposobnost konjugacije in odstranjevanja bilirubina, 
lahko hemoliza hitro zamaje ravnovesje med nastajanjem in odstranjevanjem bilirubina, 
kar povzroči visoko hiperbilirubinemijo. Ta zaradi nevrotoksičnosti nekonjugiranega 
bilirubina v neonatalnem obdobju ogroža novorojenčka. Nevrotoksičen učinek bilirubina 
je v prisotnosti hemolize večji. Dokazovanje prisotnosti hemolize je zato pomembno 
vodilo pri obravnavi novorojenčka, ki pa je lahko težavno. Neposredni pokazatelj 
hemolize je dokaz nastajanja CO v telesu. Endogeno nastali CO, ki se veže na Hb in tvori 
COHb, je rezultat razgradnje hema s pomočjo HO, zato je določanje vrednosti COHb 
pomemben pokazatelj hemolize.  
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COHb lahko določamo s PK ali spektrofotometrično z oksimetri. Povišane vrednosti 
COHb, določene s PK, so bile pri novorojenčkih s hemolizo že dokazane. Uporaba PK pri 
kliničnem delu zaradi zahtevnosti in zamudnosti metode ni možna, zato COHb določamo 
z oksimetrijo. Novejši oksimetri, ki uporabljajo za določanje različnih frakcij Hb svetlobo 
različnih valovnih dolžin, so dovolj natančni, da lahko zaznajo tudi manjše razlike v 
deležu COHb. Uporaba oksimetrije za določanje COHb pri novorojenčkih še ni bila 
ustrezno preučena, zato vrednosti COHb, določene z oksimetrijo, pri novorojenčkih niso 
znane. Z raziskavo smo zato želeli preučiti vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih in 
novorojenčkih s hemolizo ter analizirati vpliv različnih kliničnih dejavnikov na nastajanje 
CO v telesu. Za določanje COHb smo se namenili uporabiti analizator Cobas b221 system 
(Roche, Švica), ki poleg klasične plinske analize krvi (meritev pO2, pH, pCO2 in izračunana 
SpO2) poda tudi rezultate oksimetrije (izmerjen SpO2, metHb, COHb). 
Potrditev hipoteze, da se vrednosti COHb, določene z oksimetrijo pri novorojenčkih s 
hemolizo, pomembno razlikujejo od vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih, bi nam 
omogočala uporabo te metode za potrditev hemolize. Določitev ravni COHb z 
oksimetrijo bi tako predstavljala dodatno preiskavo za diagnosticiranje hemolize, ki bi 
zaradi enostavnosti in dostopnosti metode bistveno doprinesla k racionalnejši obravnavi 
zlateničnih novorojenčkov. Analiza vpliva, ki ga imajo drugi klinični dejavniki na vrednosti 
COHb v krvi pri novorojenčkih, pa bi prispevala k natančnejšemu vrednotenju rezultatov 
meritev.  
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2 Metode dela 
2.1 Prospektivni del 
2.1.1 Bolniki 
V prospektivni del raziskave smo vključili 18 zaporedno hospitaliziranih novorojenčkov s 
HBPN ABO (skupina I) in 21 novorojenčkov z zlatenico brez hemolize, ki so potrebovali 
fototerapijo (skupina II). V kontrolno skupino smo vključili 47 zdravih novorojenčkov 
(skupina III).  
Vključitveni kriteriji: Vključitveni kriteriji za otroke s HBPN ABO so bili: neskladje v 
sistemu krvnih skupin ABO med materjo in otrokom, pozitiven DCT ali elucija 
novorojenčkovih eritrocitov po Luiju, hiperbilirubinemija, ki je zahtevala zdravljenje s 
fototerapijo ali IT, prisotnost vsaj enega od posrednih znakov hemolize (povišano št. 
retikulocitov za starost v dnevih, Hb ali Ht pod 10. percentilo za starost v dnevih, padec 
vrednosti Hb za >10 g/l na dan). Vključitveni kriteriji za skupino otrok z zlatenico so bili 
hiperbilirubinemija, ki je zahtevala zdravljenje s fototerapijo, odsotnost znakov krvavitev 
(kefalhematom, večje sufuzije) in hemolize (povišano št. retikulocitov za starost v 
dnevih, Hb ali Ht pod 10. percentilo za starost v dnevih, padec vrednosti Hb za >10 g/l 
na dan).  
Izključitveni kriteriji: Izključitveni kriteriji za vse tri skupine so bili nedonošenost 
(gestacijska starost (GS) < 37 tednov), sindromsko obolenje, obporodna asfiksija, druga 
stanja, ki bi lahko vplivala na vrednosti COHb (okužba, dihalna stiska, krvavitve), in 
kajenje matere. 
Pri zdravljenju s fototerapijo ali IT smo upoštevali smernice za obravnavo novorojenčkov 
s hiperbilirubinemijo z GS ≥ 35 tednov Ameriške akademije za pediatrijo (American 
Academy of Pediatrics Subcommittee on Hyperbilirubinemia, 2004). Vrednosti 
hematoloških testov smo primerjali z normalnimi vrednostmi, objavljenimi v učbeniku 
Neonatal Hematology (de Alarcón in Werner, 2005). 
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Velikost vzorca je bila ocenjena za statistični test krivulja karakteristike delovanja 
sprejemnika – angl. receiver operating characteristic curve (ROC krivuljo) s programsko 
opremo MedCalc. Pri predpostavki, da je ROC AUC 0,75, vrednost ničelne hipoteze 0,5 
(test ne razlikuje bolnega od zdravega), verjetnost napake 1. vrste 0,05, moč testa 90 % 
in trikrat večje število negativnih primerov, je bila ocenjena velikost vzorca 72 (18 
primerov s pozitivnim in 54 primerov z negativnim testom) 
Slika 7. Izračun velikosti vzorca za ROC-analizo 
 
 
Raziskava je potekala na Kliničnem oddelku za neonatologijo Pediatrične klinike, 
Univerzitetni klinični center Ljubljana. Otroci skupine I in II so bili zaporedno vključeni od 
leta 2008 do 2011. Skupino zdravih otrok so sestavljali zdravi novorojenčki, rojeni v 
porodnišnici Novo mesto, v letu 2009.  
Raziskavo je odobrila Republiška komisija za medicinsko etiko (št. soglasja 28/11/07 in 
0120-194/2018/7). Ob vključitvi otroka v raziskavo smo pridobili pisno soglasje staršev.  
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2.1.2 Podatki 
Vsem otrokom smo določili vrednosti hemograma (Hb, Ht, Rtc), celokupnega bilirubina 
ter COHb v naslednjih časovnih terminih: otrokom skupine I na dan sprejema na oddelek 
in 48 ( 4) ur po 1. odvzemu krvi, otrokom skupine II istočasno z določitvijo bilirubina v 
sklopu klinične obravnave zlateničnega novorojenčka ali istočasno z odvzemom 
presejalnih testov novorojenčka, otrokom skupine III istočasno z odvzemom presejalnih 
testov novorojenčka 3. dan ( 1 dan) po rojstvu. V kolikor je otrok skupine I potreboval 
IT, kontrolne vrednosti COHb nismo določili. 
Bilirubin smo določali z avtomatskim analizatorjem Olympus AU 400 (Olympus, 
Hamburg, Nemčija), hemogram z avtomatskim hematološkim analizatorjem IT 2000i 
(Sysmex, Kobe, Japonska) in COHb z oksimetrom Cobas b 221 (Roche, Basel, Švica). 
Za vse vključene otroke smo poleg laboratorijskih izvidov zabeležili še spol, GS, način 
poroda, porodno težo, oceno po Apgarjevi, starost v času odvzema krvi za določitev 
laboratorijskih vrednosti in način hranjenja v času obravnave. Za otroke v skupini I smo 
zabeležili način zdravljenja zlatenice (IT ali samo fototerapija), za otroke v skupini I in II 
smo zabeležili trajanje fototerapije v urah. 
2.1.3 Statistična obdelava 
Statistično značilnost razlik v medianah COHb in distribuciji COHb med tremi skupinami 
smo testirali z neparametričnim testom. Primerljivost vseh treh skupin otrok glede na 
spol, način poroda in način hranjenja smo testirali z 2-testom. Z analizo variance smo 
testirali statistično značilnost razlik med tremi skupinami v povprečju porodne teže, GS, 
ocene po Apgarjevi 1 in 5 minut po rojstvu, starosti v času odvzema krvi za določitev 
laboratorijskih vrednosti ter v povprečju celokupnega bilirubina in Hb. V kolikor pri 
analizi variance predpogoj o homogenosti varianc med skupinami ni bil izpolnjen, smo 
uporabili Welchev F-test. Za primerjavo povprečij med pari skupin smo izvedli teste post 
hoc teste (posamezen test je bil izbran glede na homogenost varianc). Za statistično 
značilno razliko smo upoštevali vrednost p < 0,05. Ker so se skupine statistično značilno 
razlikovale v času odvzema krvi in načinu hranjenja, smo za oceno vpliva HBPN ABO na 
vrednost COHb uporabili multivariantno analizo. Za ugotavljanje povezanosti med COHb 
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in Hb ter COHb in trajanjem fototerapije smo izvedli korelacijsko analizo (uporabili smo 
Pearsonov koeficient za linearno korelacijo). 
Za opredelitev meritve COHb kot diagnostičnega testa za dokaz hemolize smo izvedli 
analizo ROC (angl. receiver operating characteristic). Diagnostično zanesljivost COHb za 
dokaz hemolize smo ocenili s površino pod ROC-krivuljo (angl. receiver operating 
characteristic area under the curve, ROC AUC). Za diagnostični test velja, da je 
diskriminativnost testa visoka, če je ROC AUC > 0,90, in majhna, če je ROC AUC med 0,50 
in 0,70 (Hajian -Tilaki, 2013). Točko, kjer sta bili občutljivost in specifičnost najbliže 1 [to 
je, kjer je  ‘(1 − občutljivost)2 + (1 − specifičnost)2’ najnižja], smo opredelili kot optimalno 
razmejitveno vrednost za potrditev hemolize. Za izračunano razmejitveno vrednost smo 
izdelali kontingenčno tabelo in izračunali občutljivost, specifičnost in razmerje verjetja. 
Za izračun pozitivne (angl. positive predictive value – PPV) in negativne (angl. negative 
predictive value – NPV) napovedne vrednosti smo uporabili Bayesov teorem: 
PPV = (občutljivost)(prevalenca)/((občutljivost)(prevalenca) + (1-specifičnost)(1-
prevalenca)) 
NPV = (specifičnost)(1-prevalenca)/((specifičnost)(1-prevalenca) + (1-
specifičnost)(prevalenca)) 
Ker je izračun kliničnega napovedovanja bolezni odvisen od prevalence bolezni v 
populaciji, ki jo preučujemo, in ne prevalence na vzorcu, smo PPV in NNV izračunali za 
prevalence HBPN ABO v treh različnih populacijah (splošni populaciji novorojenčkov, 
populaciji novorojenčkov z odpustno diagnozo zlatenica, populaciji novorojenčkov z 
neskladjem v sistemu krvnih skupin ABO in pozitivnim DCT). Podatke o prevalenci HBPN 
ABO v splošni populaciji novorojenčkov ter prevalenci HBPN ABO v populaciji 
novorojenčkov z zlatenico smo pridobili iz Perinatalnega informacijskega sistema 
Republike Slovenije. V petletnem obdobju, med letoma 2010  in 2014, je bilo v Sloveniji 
107.169  živorojenih otrok. V tem obdobju je imelo 16.125 otrok odpustno diagnozo iz 
porodnišnice zlatenica različne etiologije ter 857 otrok odpustno diagnozo HBPN ABO. 
Prevalenca HBPN ABO v splošni populaciji je bila 0,008, med otroki z zlatenico pa 0,053. 
Prevalenca pomembne hiperbilirubinemije oz. hemolize pri novorojenčkih z neskladjem 
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v sistemu krvnih skupin ABO in pozitivnim DCT pa je 0,47–0,58 (Kaplan idr., 2010; 1- in 
2-Hershel idr., 2002). 
Statistično obdelavo podatkov smo opravili s statističnim paketom IBM SPSS Statistics, 
različica 18 (IBM Corporation, Armonk, ZDA). 
2.2 Retrospektivni del 
2.2.1 Bolniki 
V retrospektivni del raziskave smo vključili novorojenčke, ki so bili obravnavani na 
Kliničnem oddelku za neonatologijo Pediatrične klinike med letoma 2014 in 2016 in so 
imeli opravljeno plinsko analizo z oksimetrijo v laboratoriju Pediatrične klinike v sklopu 
diagnostične obravnave. Novorojenčke smo razdelili v štiri skupine. V skupini A so bili 
novorojenčki z okužbo, v skupini B novorojenčki z dihalno stisko novorojenčka različne 
etiologije, v skupini C novorojenčki s hemolitično boleznijo novorojenčka različne 
etiologije in v skupini D novorojenčki, ki so bili obravnavani zaradi suma na nevrološko, 
gastrointestinalno ali ledvično obolenje in je bil sum ovržen. 
Vključitveni kriteriji: V skupino A smo vključili novorojenčke, ki so imeli sepso 
novorojenčka s pozitivno hemokulturo ali na osnovi kliničnega poteka in laboratorijskih 
izvidov klinično sepso in v odpustni dokumentaciji odpustno diagnozo sepsa 
novorojenčka (MKB-10 P36.9-36.9). V skupino B smo vključili novorojenčke z dihalno 
stisko novorojenčka (tahipneja s povečanim dihalnim delom s potrebo po dodatku kisika 
v vdihanem zraku ali brez nje) z naslednjimi odpustnimi diagnozami: dihalna stiska 
novorojenčka (MKB-10 P22.0-9), prirojena pljučnica (MKB-10 P23.0-23.9), aspiracijski 
sindromi novorojenčka (MKB-10 P24.0-24.9), intersticijski emfizem in druga podobna 
stanja, ki izvirajo v obporodnem obdobju (MKB-10 P25.0-25.2) ter akutni bronhiolitis 
(MKB-10 J21). V skupino C smo vključili novorojenčke z odpustno diagnozo hemolitična 
bolezen novorojenčka (MKB-10 P55.0-55.9) ali zlatenica novorojenčka zaradi pretirane 
opredeljene ali neopredeljene hemolize (MKB-10 P58.8-8.9). V skupino D smo vključili 
novorojenčke, ki so bili napoteni zaradi suma na neonatalne konvulzije, ki pa smo jih z 
obravnavo in opazovanjem izključili (novorojenčki z benignim mioklonusom v spanju ali 
hiperekscitabilnostjo), ter suma na prirojeno hidronefrozo (na osnovi prenatalnega UZ 
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ploda), ki pa smo jo s postnatalnim UZ sečil izključili ali opredelili kot klinično 
nepomembne pielektazije. V skupino D smo vključili tudi novorojenčke, ki so bili 
napoteni zaradi 'bruhanja' novorojenčka, ki pa je bilo izključeno, stanje pa je bilo 
opredeljeno kot polivanje novorojenčka.  
Izključitveni kriteriji: Izključitveni kriteriji za vse štiri skupine so bili: nedonošenost (GS < 
37 tednov), sindromsko obolenje, obporodna asfiksija, kajenje matere, starost več kot 
14 dni ob določitvi COHb. Otroke, ki so izpolnjevali vključitvene kriterije za več skupin, 
smo izključili. Novorojenčke, ki so izpolnjevali vključitvene kriterije za skupine A, B in D 
in so imeli istočasno pridružena stanja, pri katerih je povečano nastajanje bilirubina 
zaradi povečane količine hema (npr. kefalhematom, znotrajlobanjska krvavitev), smo 
izključili. Novorojenčke, ki so imeli določen COHb in jih nismo  mogli uvrstiti v naštete 
skupine, smo izključili. 
2.2.2 Nabor bolnikov in podatkov 
Nabor bolnikov, ki so imeli opravljeno plinsko analizo z oksimetrijo in so bili 
hospitalizirani na Kliničnem oddelku za neonatologijo, je potekal s pomočjo 
informacijskega sistema Službe za laboratorijsko diagnostiko Pediatrične klinike. Za 
pridobljeni nabor bolnikov smo iz informacijskega sistema Pediatrične klinike pridobili 
popise bolezni, iz katerih smo pridobili vnaprej določene klinične in laboratorijske 
podatke.  
2.2.3 Podatki 
Iz zdravstvene dokumentacije smo pridobili odpustne diagnoze, osnovne demografske 
podatke (spol, porodna teža, GS), pomembne klinične podatke (ocena po Apgarjevi, 
zdravljenje, starost v dnevih ob določitvi COHb) in izvide laboratorijskih preiskav (COHb, 
bilirubin, Hb, plinsko analizo). Upoštevali smo vrednosti Hb in bilirubina, ki so bile 
določene istočasno s COHb ali v istem dnevu.  
Bilirubin je bil določan z avtomatskim analizatorjem Olympus AU 400 (Olympus, 
Hamburg, Nemčija), hemogram z avtomatskim hematološkim analizatorjem IT 2000i 
(Sysmex, Kobe, Japonska), COHb pa z oksimetrom Cobas b 221 (Roche, Basel, Švica).  
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2.2.4 Statistična obdelava 
Statistično značilnost razlik v medianah COHb in distribuciji COHb med skupinami smo 
testirali z neparametričnim testom. Primerljivost skupin glede na spol smo testirali s 
Fisherjevim natančnim testom (Fisher's exact test). Z analizo variance smo testirali 
statistično značilnost razlik med tremi skupinami v povprečju porodne teže, GS, ocene 
po Apgarjevi 1 in 5 minut po rojstvu, starosti v času odvzema krvi za določitev 
laboratorijskih vrednosti, Hb in bilirubina. V kolikor pri analizi variance predpogoj o 
homogenosti varianc med skupinami ni bil izpolnjen, smo uporabili Welchev F-test. Za 
primerjavo povprečij med pari skupin smo izvedli teste post hoc (posamezen test je bil 
izbran glede na homogenost varianc). Za statistično značilno razliko smo upoštevali 
vrednost p < 0,05. Ker so se skupine statistično značilno razlikovale v času odvzema krvi 
in deležu dečkov oz. deklic ter Hb, smo za oceno vpliva pripadnosti skupini na vrednost 
COHb uporabili multivariantno analizo. Za ugotavljanje povezanosti med vrednostjo 
COHb in postnatalno starostjo pri zdravih novorojenčkih smo izvedli korelacijsko analizo 
(uporabili smo Pearsonov koeficient korelacije, ki meri linearno korelacijo). 
Za opredelitev meritve COHb kot diagnostičnega testa za dokaz hemolize smo izvedli 
ROC-analizo. Diagnostično zanesljivost COHb za dokaz hemolize smo ocenili z ROC AUC. 
Točko, kjer sta bili občutljivost in specifičnost najbliže 1 [to je , kjer je  ‘(1 - občutljivost)2 + 
(1 - specifičnost)2’ najnižja], smo opredelili kot optimalno razmejitveno vrednost za 
potrditev hemolize. Za izračunano razmejitveno vrednost smo izdelali kontingenčno 
tabelo in izračunali občutljivost, specifičnost in razmerje verjetja.  
Statistično obdelavo podatkov smo opravili s pomočjo statističnega paketa IBM SPSS 
Statistics, različica 21 (IBM Corporation, Armonk, ZDA).  
2.3 Združeni raziskavi 
2.3.1 Podatki in statistična obdelava 
Podatke o vrednosti COHb in starosti novorojenčka ob laboratorijski določitvi pri zdravih 
novorojenčkih in novorojenčkih s hemolizo, ki smo jih pridobili v prospektivni in 
retrospektivni raziskavi, smo združili in oblikovali dve skupini otrok: skupina 1, zdravi 
novorojenčki, in skupina 2, novorojenčki s hemolizo. 
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Diagnostično zanesljivost COHb kot testa za dokaz hemolize smo testirali z ROC-krivuljo 
združenih podatkov. Ponovno smo določili optimalno razmejitveno vrednost, izračunali 
občutljivost, specifičnost in razmerje verjetja. 
Za ugotavljanje povezanosti med vrednostjo COHb in postnatalno starostjo 
novorojenčka smo izvedli korelacijsko analizo (uporabili smo Pearsonov koeficient 
korelacije). Spreminjanje vrednosti COHb glede na postnatalno starost v dnevih smo 
prikazali z grafom povprečnih vrednosti (in vrednosti ± 2SD COHb) za vsak dan posebej, 
ločeno za zdrave novorojenčke in novorojenčke s hemolizo.  
Statistično obdelavo podatkov smo opravili s statističnim paketom IBM SPSS Statistics, 
različica 21 (IBM Corporation, Armonk, ZDA).  
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3 Rezultati 
3.1 Prospektivni del 
3.1.1 Razlike med skupinami 
V raziskavo smo vključili 86 novorojenčkov, 18 novorojenčkov s HBPN ABO (skupina I), 
21 novorojenčkov z zlatenico brez hemolize (skupina II) in 47 zdravih novorojenčkov 
(skupina III). 52 % je bilo dečkov, povprečna porodna teža vključenih novorojenčkov je 
bila 3443 (SD 435) g, povprečna GS je bila 39,2 (SD 1,3) tedna. Preučevane skupine so 
bile primerljive v povprečju porodne teže, GS in ocene po Apgarjevi ter deležu dečkov in 
načinu poroda. Skupine so se statistično značilno razlikovale v načinu hranjenja in 
starosti ob določitvi COHb. Novorojenčki v skupini I so bili pogosteje hranjeni z mlečno 
formulo kot novorojenčki v skupini II in III (p < 0,005). Povprečna starost novorojenčkov 
ob določitvi COHb v skupini I je bila 2,1 dni ter 3,6 in 3,3 dni v skupinah II in III (p = 0,023) 
(tabela 2). 
Tabela 2. Klinične značilnosti novorojenčkov v prospektivnem delu raziskave 
 
 Skupaj Skupina I  Skupina II Skupina III Statistični 
test 
Število novorojenčkov 
(n) 
86 18 21 47  
Porodna teža (g)   
Povprečje (SD) 
 
3443 (435) 
 
3263 (437) 
 
3408 (381) 
 
3528 (441) 
F = 2,607 
p = 0,080 
GS  (tedni) 
Povprečje (SD) 
 
39,2 (1,3) 
 
39,1 (1,6) 
 
38,9 (1,4) 
 
39,4 (1,1) 
F = 1,457 
p = 0,238 
Moški spol 
n (%) 
 
45 (52 %) 
 
5 (28 %) 
 
12 (57 %) 
 
28 (60 %) 
 = 5,533 
p = 0,063 
Apgar pri 1 min  
Povprečje (SD) 
 
8,8 (1) 
 
8,7 (1,3) 
 
9 (0,7) 
 
8,8 (1) 
F = 0,396 
p = 0,674 
Carski rez 
n (%) 
 
9 (10 %) 
 
1 (6 %) 
 
0 (0 %) 
 
8 (17 %) 
 = 5,074 
p = 0,079 
Dojeni (n (%)) 
Hranjeni  
s  formulo (n (%)) 
Oboje (n (%)) 
37 (43 %) 
9 (10 %) 
 
40 (47 %) 
1 (6 %) 
6 (33 %) 
 
11 (61 %) 
8 (38 %) 
1 (5 %) 
 
12 (57 %) 
28 (60 %) 
2 (4 %) 
 
17 (36 %) 
 = 22,780 
p < 0,005 
Starost ob določitvi 
COHb (dnevi) 
Povprečje (SD) 
 
 
3,1  (1,3) 
 
 
2,1 (1,7) 
 
 
3,6 (1,4) 
 
 
3,3 (0,7) 
Welch F = 
28,788 
p = 0,023 
Skupina I – novorojenčki s HBPN ABO; skupina II – novorojenčki z zlatenico brez hemolize; skupina III – 
zdravi novorojenčki; COHb – karboksihemoglobin; GS – gestacijska starost, SD – standardni odklon. 
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Mediane vrednosti COHb (p < 0,0005) ter povprečne vrednosti Hb (p = 0,002) in 
bilirubina (p < 0,0005) so se med skupinami statistično značilno razlikovale. S testi post 
hoc za primerjavo povprečij med skupinami smo izračunali, da ima skupina I statistično 
značilno nižjo povprečno vrednost Hb od skupin II in III (p = 0,003 in p = 0,004), medtem 
ko se skupini II in III nista statistično značilno razlikovali v povprečni vrednosti Hb. Prav 
tako smo s testi post hoc ugotovili, da sta imeli skupini I in II statistično značilno višji 
povprečni vrednosti celokupnega bilirubina od skupine III (p < 0,0005 in p < 0,0005), 
medtem ko se povprečni vrednosti bilirubina med skupinama I in II nista statistično 
značilno razlikovali. Za primerjavo median COHb med skupinami smo izvedli 
neparametični test za vsak par posebej in ugotovili, da ima skupina I statistično značilno 
višjo mediano vrednost COHb od skupin II in III (p < 0,0005 in p < 0,0005), medtem ko se 
skupini II in III nista statistično značilno razlikovali v vrednostih COHb (tabela 3). 
Vrednosti COHb, bilirubina in Hb so grafično prikazane na slikah 8, 9 in 10. Prekrivanje 
vrednosti COHb med skupinami je bilo majhno. 
Tabela 3. Vrednosti bilirubina, Hb in COHb posameznih skupin v prospektivnem delu 
raziskave 
 
 Skupaj Skupina I  Skupina II Skupina III Statistični test 
Bilirubin (µmol/l) 
Povprečje  
(SD) 
 
206,3 
(84,4) 
 
269,4 
(79,8) 
 
 
263,3 (78,8) 
p < 0,0005 za 
primerjavo med 
II–III 
 
156,7 (50,6) 
p < 0,0005 za 
primerjavo med 
I–III 
 
Welch F = 
31,514 
p < 0,0005 
Hb (g/l) 
Povprečje  
(SD) 
 
162,9 
(22,1) 
 
147,0  
(20,1) 
 
 
170,8  (18,6) 
p = 0,003 za 
primerjavo med 
I– II 
 
165,9 (21,8) 
p = 0,004 za 
primerjavo med 
I–III 
 
F = 7,023 
p = 0,002 
COHb 
(% celotnega Hb) 
Mediana 
Povprečje 
SD 
IQR 
Min-max 
 
 
1,3 
1,55 
0,6 
0,4 
1–4 
 
 
2,4 
2,43 
0,7 
1,3 
1,5–4 
 
 
 
1,3 
1,38 
0,2 
0,8 
1–1,8 
p < 0,0005 
med I–II in I–III 
 
 
1,3 
1,28 
0,1 
0,2 
1 - 1,7 
p < 0,0005 med 
I–II in I–III 
 
 
Kruskal Wallis 
= 41,302 
p < 0,0005 
Skupina I – novorojenčki s HBPN ABO; skupina II – novorojenčki z zlatenico brez hemolize; skupina III – 
zdravi novorojenčki; Bili – celokupni bilirubin; Hb – hemoglobin, COHb – karboksihemoglobin, SD – 
standardni odklon. 
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Slika 8. Primerjava vrednosti COHb med tremi skupinami prospektivnega dela raziskave 
 
 
Skupina I – novorojenčki s HBPN ABO; skupina II – novorojenčki z zlatenico 
brez hemolize; skupina III – zdravi novorojenčki; COHb – 
karboksihemoglobin. 
 
Slika 9. Primerjava vrednosti Hb med tremi skupinami prospektivnega dela raziskave 
 
 
Skupina I – novorojenčki s HBPN ABO; skupina II – novorojenčki z zlatenico 
brez hemolize; skupina III – zdravi novorojenčki. 
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Slika 10. Primerjava vrednosti celokupnega bilirubina med tremi skupinami 
prospektivnega dela raziskave 
 
 
Skupina I – novorojenčki s HBPN ABO; skupina II – novorojenčki z 
zlatenico brez hemolize; skupina III – zdravi novorojenčki. 
 
Ker se je starost novorojenčkov ob določitvi COHb preučevane skupine statistično 
značilno razlikovala od ostalih dveh in ker je vrednost COHb lahko odvisna od starosti 
novorojenčka, smo za oceno vpliva pripadnosti skupini na vrednost COHb izvedli 
regresijsko analizo. Starost ob določitvi COHb je bila vključena v model kot neodvisna 
spremenljivka. Tudi ob kontroliranju za starost pripadnost skupini I (prisotnost hemolize) 
statistično značilno zviša vrednost COHb v našem vzorcu, in sicer za 1,091 odstotne 
točke.  
Tabela 4. Rezultati multiple linearne regresijske analize, COHb kot odvisna spremenljivka 
 
Model 
Nestandardizirani koeficienti 
Standardizirani 
koeficienti 
t Sig. B Std. napaka Beta 
 (konstanta) 1,446 0,128  11,324 0,000 
Skupina I  1,091 0,109 0,764 9,986 0,000 
Skupina II  0,128 0,096 0,094 1,324 0,189 
Starost ob določitvi COHb -0,002 0,001 -0,108 -1,423 0,159 
Odvisna spremenljivka: COHb 
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Mediana COHb novorojenčkov s HBPN ABO (skupina I) je bila 2,4 %.2 V skupini I je 7 otrok 
potrebovalo IT. Mediana COHb otrok, ki so potrebovali IT, je bila višja od mediane COHb 
otrok, ki so potrebovali samo fototerapijo (3 proti 2 %), vendar je bila razlika na meji 
statistične značilnosti (p = 0,050). Vrednost COHb, določena 48 ( 4) ur po prvi meritvi 
pri novorojenčkih s HBPN ABO, ki niso imeli IT, je bila nižja, 1,75 %. Prav tako je bila 
48 ( 4) ur po prvi meritvi nižja povprečna vrednost bilirubina in Hb (269 vs. 204 µmol/l 
in 147 vs. 138 g/l). 
Pri analizi povezanosti vrednosti COHb in Hb ter COHb in časa fototerapije v urah nismo 
ugotovili korelacije. 
3.1.2 ROC-krivulja 
Diagnostično vrednost COHb kot pokazatelja hemolize smo opredelili z ROC-krivuljo, ki 
je prikazana na sliki 11. Optimalna razmejitvena vrednost je bila ≥1,7 %, ROC AUC pa je 
bila 0,974 (95 % CI, 0,946–1). Vrednost ROC AUC našega testa pomeni, da bi med dvema 
naključnima bolnikoma bolnik z boleznijo imel z verjetnostjo 0,974 višji rezultat od 
bolnika brez bolezni. 
  
                                                          
2 Vrednosti COHb so vedno izražene v % celokupnega Hb. 
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Slika 11. ROC-krivulja za COHb kot pokazatelj hemolize v prospektivnem delu raziskave 
 
 
Pri vrednosti COHb ≥ 1,7 % je imel test 89 % (95 % CI, 82–96 %) občutljivost oziroma 
89 % pravilno določenih za hemolizo (angl. true positive rate – TPR) in 93 % (95 % CI, 
88-98 %) specifičnost oziroma 7 % napačno določenih za hemolizo (angl. false positive 
rate – FPR). Razmerje verjetja (angl. likelihood ratio – DLR+) pa je bilo 13. Pozitivna 
napovedna vrednost (PP/(PP + NP)) in negativna napovedna vrednost (PN/(NN + PN)) 
testa sta bili za naš vzorec 0,87 in 0,84. 
Tabela 5. Primerjava rezultata testa (razmejitvena vrednosti COHb ≥ 1,7 %) z dejansko 
obolevnostjo 
 
 Hemoliza DA Hemoliza NE Skupaj 
COHb ≥ 1,7 % 16 (PP) 5 (NP) 21 
COHb < 1,7 % 2 (NN) 63 (PN) 65 
Skupaj 18 68 86 
PP – pravilno pozitiven, NN – napačno negativen, NP – napačno pozitiven, PN – pravilno negativen test. 
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Pri izračunu kliničnega napovedovanja bolezni (PPV in NPV) našega testa (to je COHb ≥ 
1,7 %) z Bayesovim teoremom smo uporabili tri prevalence, saj je klinična napovednost 
testa odvisna od prevalence bolezni v populaciji, ki jo preučujemo, in ne od prevalence 
bolezni na vzorcu (v našem primeru prevalenca na vzorcu 18/86 = 0,21). PPV je bila 0,42 
za populacijo zlateničnih novorojenčkov in 0,09 za splošno populacijo novorojenčkov, 
medtem ko je bila NPV 0,993 za populacijo zlateničnih novorojenčkov in 0,999 za splošno 
populacijo novorojenčkov. V populaciji otrok z neskladjem v sistemu krvnih skupin ABO 
in pozitivnim DCT-testom (prevalenca 0,52) sta bili PPV 0,93 in NPV 0,89. To pomeni, da 
bi v primeru, da bi test uporabili v populaciji z nizko prevalenco hemolize, ob negativnem 
testu (COHb < 1,7 %) bili z veliko verjetnostjo prepričani, da bolnik nima hemolize. V 
primeru uporabe testa v populaciji z visoko prevalenco pa bi bili z veliko verjetnostjo 
prepričani, da otrok ima hemolizo, če je test pozitiven (COHb ≥ 1,7 %). 
3.2  Retrospektivni del 
3.2.1 Razlike med skupinami 
V triletnem obdobju (2014–2016) je bilo v laboratoriju Pediatrične klinike določenih 737 
plinskih analiz z oksimetrijo pri novorojenčkih, obravnavanih na Kliničnem oddelku za 
neonatologijo. Po izključitvi analiz, ki so bile opravljene pri nedonošenih novorojenčkih 
(<37 tednov) in novorojenčkih, ki so bili ob določitvi COHb stari več kot 14 dni, je za 
nadaljnjo obravnavo ostalo 392 plinskih analiz z oksimetrijo. V kolikor je imel otrok 
opravljeno več kot eno plinsko analizo, smo upoštevali samo rezultate prve. Pregled 
zdravstvene dokumentacije smo izvedli za 322 novorojenčkov z opravljeno plinsko 
analizo z oksimetrijo. 
Na osnovi podatkov, ki smo jih pridobili s pregledom zdravstvene dokumentacije, smo 
novorojenčke razporedili v štiri skupine. Vključitvene kriterije za skupino A (novorojenčki 
s sepso) je izpolnjevalo 8, za skupino B (novorojenčki z dihalno stisko) 37, za skupino C 
(novorojenčki s hemolizo različne etiologije) 16 in za skupino D (zdravi novorojenčki) 76 
novorojenčkov, skupaj 137 novorojenčkov. 185 otrok nismo mogli uvrstiti v nobeno od 
skupin. Shema nabora in razvrstitev po skupinah je prikazana na sliki 12. 
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Slika 12. Shema nabora bolnikov in razporeditev po skupinah 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V končni nabor je bilo vključenih 137 novorojenčkov, 74 (54 %) je bilo dečkov, povprečna 
GS je bila 39,3 (SD 1,1) tednov, povprečna porodna teža je bila 3499 (SD 497) g. V skupini 
C je bilo 11 novorojenčkov s HBPN ABO (8 s protitelesi anti-A in 3 s protitelesi anti-B), 2 
otroka z G-6-PD pomanjkanjem in 3 otroci z nepojasnjeno hemolizo (pri enem je bil 
postavljen sum na hemoglobinopatijo, pri enem pa na membranopatijo eritrocita). 7 
novorojenčkov je imelo opravljeno IT. 
Preučevane skupine so bile primerljive glede na povprečje porodne teže, GS in ocene po 
Apgarjevi. Skupine so se statistično značilno razlikovale v deležu dečkov (p = 0,011), v 
Število opravljenih plinskih analiz z 
oksimetrijo 2014–2016 
n = 737 
ZAČETNI NABOR 
n = 322 
 
 
Nedonošenčki 
Novorojenčki, stari več kot 14 
dni 
Novorojenčki z več analizami 
n = 415 
Skupina A 
Novorojenčki s sepso 
 
n = 8 
KONČNI NABOR 
n = 137 
Novorojenčki, ki niso 
izpolnjevali vključitvenih 
kriterije ali so imeli prisotne 
druge izključitvene kriterije 
n = 185 
Skupina B 
Novorojenčki z 
dihalno stisko 
n = 37 
 
(n=17 ) 
Skupina C 
Novorojenčki s 
hemolizo 
n = 16 
Skupina D 
Zdravi novorojenčki 
 
n = 76 
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skupini A ni bilo deklic. Skupine so se statistično značilno razlikovale še v povprečni 
starosti ob določitvi COHb (p = 0,01), medianah COHb (p < 0,0005) ter povprečnih 
vrednostih Hb (p = 0,014) in bilirubina (p < 0,0005) (tabela 6). 
Tabela 6. Klinične značilnosti in laboratorijski izvidi novorojenčkov v retrospektivnem 
delu raziskave  
 
 Skupaj Skupina A  Skupina B Skupina C Skupina D Statistični test 
Št.  novorojenčkov 
(N) 
 
137 
 
8 
 
37 
 
16 
 
76 
 
Moški spol  
n (%) 
 
74 (54) 
 
8 (100) 
 
19 (51) 
 
5 (31) 
 
42 (55) 
Fisherjev 
natančni test = 
10,769 
p = 0,011 
GS  (tedni) 
Povprečje (SD) 
 
39,3 (1,1) 
 
39,6 (1,1) 
 
39,2 (1,3) 
 
39,2 (1) 
 
39,24(1,1) 
Welch F = 
0,341 
p = 0,796 
Porodna teža (g)   
Povprečje (SD)  
 
3499 
(497) 
 
3716 
(535) 
 
3479 (458) 
 
3376 
(615) 
 
3512 
(486) 
Welch F = 
0,873 
p = 0,457 
Apgar pri 1 min  
Povprečje (SD) 
 
8,8 (0,8) 
 
8,9 (0,4) 
 
8,4 (1,1) 
 
8,7 (0,8) 
 
8,9 (0,9) 
Welch F = 
2,239 
p = 0,102 
Starost ob 
določitvi COHb 
(dnevi) 
Povprečje (SD) 
 
 
 
6,2 (4,3) 
 
 
 
5,0 (3,9) 
 
 
 
6,6 (5,1) 
 
 
 
3,4 (3,2) 
 
 
 
6,7 (4) 
 
Welch F = 
4,585 
p = 0,010 
Laboratorijske meritve 
COHb 
(% celotnega Hb) 
Mediana 
Povprečje 
SD  
IQR 
Min-Max 
 
 
1,40 
1,44 
0,5 
0,4 
0,9–3,7 
 
 
1,45 
1,41 
0,26 
0,5 
1,1–1,8 
 
 
1,40 
1,32 
0,27 
0,4 
0,9–2 
 
 
2,40 
2,50 
0,69 
1,3 
1,2–3,7 
 
 
1,30 
1,27 
0,19 
0,3 
0,9–1,7 
 
 
Kruskal Wallis 
= 37,413 
 p < 0,0005  
Hb (g/l) 
n/N 
Povprečje (SD) 
 
121/137 
166 (29) 
 
6/8 
163 (34) 
 
31/37 
165 (23) 
 
16/16 
146 (39) 
 
68/76 
172 (27) 
 
F = 3,677 
p = 0,014 
Bilirubin (µmol/l) 
n/N 
Povprečje (SD) 
 
89/137 
171 (87) 
 
5/8 
190 (112) 
 
17/37 
134 (58) 
 
16/16 
264 (82) 
 
51/76 
152 (75) 
 
F  = 10,652 
p < 0,0005 
Skupina A – novorojenčki s sepso; skupina B – novorojenčki z dihalno stisko; skupina C – novorojenčki s 
hemolizo; skupina D – zdravi novorojenčki; COHb – karboksihemoglobin; GS - gestacijska starost, SD – 
standardni odklon;  število novorojenčkov, ki so imeli določen Hb ali bilirubin v istem dnevu kot COHb. 
 
S testi post hoc za primerjavo povprečij med pari skupin smo izračunali, da je bila 
povprečna starost novorojenčkov ob določitvi COHb v skupini C statistično značilno nižja 
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od starosti novorojenčkov s skupini D (Tamhare, p = 0,007; Games-Howell, p = 0,006) in 
skupini B (Tamhare, p = 0,049; Games-Howell, p = 0,04), medtem ko se od skupine A ni 
statistično značilno razlikovala. 
S testi post hoc za primerjavo povprečij med pari skupin smo izračunali, da je bila 
povprečna vrednost Hb v skupini C statistično značilno nižja od povprečne vrednosti Hb 
v skupini D (Gabriel, p = 0,004; Hochberg, p = 0,008), medtem ko se od povprečnih 
vrednosti Hb v skupini A in B ni statistično značilno razlikovala (slika 13).   
Slika 13. Vrednosti hemoglobina v preučevanih skupinah v retrospektivnem delu 
raziskave 
 
Skupina A – novorojenčki s sepso, skupina B – novorojenčki z dihalno 
stisko, skupina C – novorojenčki s hemolizo, skupina D – zdravi 
novorojenčki. 
 
S testi post hoc za primerjavo povprečij med pari skupin smo izračunali, da je bila 
povprečna vrednost bilirubina v skupini C statistično značilno višja od povprečne 
vrednosti v skupini B (Gabriel, p < 0,0005; Hochberg, p < 0,0005) in skupini D (Gabriel, p 
< 0,0005; Hochberg, p < 0,0005), medtem ko se od povprečnih vrednosti bilirubina v 
skupini A ni statistično značilno razlikovala (slika 14). 
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Slika 14. Vrednosti celokupnega bilirubina v preučevanih skupinah v retrospektivnem 
delu raziskav 
 
 
Skupina A – novorojenčki s sepso, skupina B – novorojenčki z dihalno 
stisko, skupina C – novorojenčki s hemolizo, skupina D – zdravi 
novorojenčki. 
 
Primerjava median dveh neodvisnih vzorcev (neparametrični test za vsak par skupin) je 
pokazala, da je mediana COHb v skupini C statistično značilno višja od mediane COHb v 
skupini A (p = 0,001), skupini B (p < 0,0005) in skupini D (p < 0,0005). Mediane in 
povprečne vrednosti COHb v skupinah A in B so bile nekoliko višje od vrednosti COHb v 
skupini D, vendar se razlike v medianah COHb med skupinami A, B in D niso statistično 
značilno razlikovale (slika 15). 
 
 
 
 
 
 
 
66 
 
Slika 15. Vrednosti COHb v preučevanih skupinah v retrospektivnem delu raziskave 
 
 
Skupina A – novorojenčki s sepso, skupina B – novorojenčki z dihalno stisko, 
skupina C – novorojenčki s hemolizo, skupina D – zdravi novorojenčki, COHb 
– karboksihemoglobin. 
 
17 od skupno 37 novorojenčkov z dihalno stisko dodatka kisika v vdihanem zraku ob 
določitvi COHb ni potrebovala. Povprečna vrednost in mediana COHb sta bili v 
podskupini otrok, ki niso potrebovali dodatka kisika v vdihanem zraku, višji od vrednosti 
COHb v podskupini otrok, ki so potrebovali dodatek kisika, vendar razlika ni bila 
statistično značilna (tabela 7). 
Tabela 7. Vrednosti COHb v skupini B (otroci z dihalno stisko), ločeni glede na potrebo 
po dodatku kisika v vdihanem zraku 
 
Skupina B 
 
n = 37 
Z dodanim kisikom v 
vdihanem zraku 
n = 20 
Brez dodatka kisika v 
vdihanem zraku 
n = 17 
Statistični test 
COHb (% celotnega Hb) 
Mediana 
Povprečje 
SD 
Min-Max 
 
1,25 
1,27 
0,27 
0,9–1,8 
 
1,4 
1,38 
0,28 
1–2 
 
Test median na 
neodvisnih 
vzorcih 
p = 0,748 
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Ker so se skupine statistično značilno razlikovale v spolu, vrednostih Hb in starosti ob 
določitvi COHb, torej parametrih, ki lahko vplivajo na vrednosti COHb, smo za določitev 
vpliva različnih spremenljivk na vrednost COHb izvedli multivariantno analizo. Model, v 
katerem so bili spol, starost ob določitvi COHb, Hb in prisotnost hemolize (pripadnost 
skupini C) neodvisne spremenljivke, je bil statistično značilen (p < 0,0005) in je pojasnil 
71,4 % variabilnosti v COHb. Na vrednost COHb ima glede na izračune modela največji 
vpliv prisotnost hemolize, nato starost ob določitvi COHb in vrednost Hb, najmanjši vpliv 
pa ima spol. Glede na izračune multivariantne analize bi imel torej bolnik, ki ima 
hemolizo, za 1,054 odstotne točke višji COHb od bolnika, ki nima hemolize, če sta si 
enaka v spolu, postnatalni starosti in vrednosti Hb.  
Tabela 8. Rezultati multiple linearne regresijske analize retrospektivne raziskave, COHb 
kot odvisna spremenljivka 
 
Model 
Nestandardizirani 
koeficienti 
Standardizirani 
koeficienti 
t Sig. B Std. napaka Beta 
 (Konstanta) 2,928 0,163  17,964 0,000 
Skupina C -1,054 0,084 -0,690 -12,577 0,000 
Moški spol 0,097 0,052 0,093 1,846 0,067 
Starost ob določitvi COHb -0,037 0,006 -0,312 -5,895 0,000 
Hb -0,002 0,001 -0,127 -2,380 0,019 
Odvisna spremenljivka: COHb 
Povezavo med postnatalno starostjo in COHb smo testirali za skupino D, torej pri 76 
zdravih novorojenčkih. Korelacija med postnatalno starostjo in vrednostjo COHb je bila 
negativna in povezanost močna (Pearson koeficient korelacije = -0,665, p = < 0,0005). 
Vrednosti COHb 76 zdravih novorojenčkov glede na postnatalno starost prikazuje slika 
16.  
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Slika 16. Vrednosti COHb glede na postnatalno starost pri zdravih novorojenčkih v 
retrospektivnem vzorcu 
 
 
3.2.2 ROC-krivulja 
Diagnostično zanesljivost meritve COHb za potrditev hemolize smo testirali z ROC-
krivuljo, ki je prikazana na sliki 17. ROC AUC je bila 0,955 (95 % CI, 0,878–1).  
Tudi pri tej analizi je bila vrednost COHb ≥ 1,7 % najbolj optimalna razmejitvena 
vrednost, saj je bila na tej točki občutljivost COHb kot testa za potrditev hemolize 93 % 
(95 % CI, 89–97 %), specifičnost 94 % (95 % CI, 90–98 %), DLR je bil 15,5. Med sedmimi 
napačno določenimi pozitivnimi bolniki (NP) je bil en zdrav novorojenček (njegova 
vrednost COHb 1,7 %), en novorojenček s sepso (njegova vrednost COHb je bil 1,8 %) ter 
pet novorojenčkov z dihalno stisko (trije so imeli vrednost COHb 1,7 %, eden 1,8 % in 
eden 2 %). Pozitivna in negativna napovedna vrednost testa za naš vzorec sta bili 0,77 in 
0,99. 
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Slika 17.  ROC-krivulja za COHb kot pokazatelj hemolize v retrospektivnem delu raziskave 
 
 
 
Tabela 9. Primerjava rezultata testa (razmejitvena vrednosti COHb ≥ 1,7 %) z dejansko 
obolevnostjo za retrospektivni vzorec bolnikov 
 
 Hemoliza DA Hemoliza NE Skupaj 
COHb ≥1,7 % 15 (PP) 7 (NP) 22 
COHb <1,7 % 1 (NN) 114 (PN) 115 
Skupaj 16 121 137 
PP – pravilno pozitiven, NN – napačno negativen, NP – napačno pozitiven, PN – pravilno negativen 
test. 
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3.3  Združeni podatki 
3.3.1 ROC-krivulja 
Vzorec združenih otrok je vseboval 34 novorojenčkov s hemolizo (18 prospektivno 
vključenih in 16 retrospektivno vključenih novorojenčkov) in 123 zdravih novorojenčkov 
(47 prospektivno vključenih in 74 retrospektivno vključenih novorojenčkov), skupaj 157 
otrok. Diagnostično zanesljivost meritve COHb  za dokaz hemolize smo ocenili z ROC-
krivuljo združenih podatkov. V analizo ROC-krivulje smo tako vključili prospektivno 
pridobljene vrednosti COHb pri otrocih s HBPN ABO in pri zdravih novorojenčkih ter 
retrospektivno zbrane vrednosti COHb pri novorojenčkih s hemolizo različne etiologije 
in pri zdravih novorojenčkih. 
Vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih so imele normalno porazdelitev, povprečna 
vrednost COHb je bila 1,28 % (SD 0,18), mediana pa 1,3 % (IQR 0,2). Vrednosti COHb pri 
otrocih s hemolizo niso imele normalne porazdelitve, povprečna vrednost COHb je bila 
2,46 % (SD 0,70) in mediana 2,4 % (IQR 1,3). Razlika v mediani COHb med zdravimi 
novorojenčki in novorojenčki s hemolizo je bila statistično značilna (neparametrični test, 
p < 0,0005). 
Diagnostično zanesljivost meritve COHb za potrditev hemolize smo testirali z 
ROC- krivuljo združenih podatkov (slika 18). Vrednost ROC AUC je bila 0,97 (95 % CI, 
0,93–1). Tudi na združenih podatkih je bila optimalna razmejitvena vrednosti COHb za 
dokaz hemolize ≥ 1,7 %. Občutljivost testa za potrditev hemolize na združenih podatkih 
je bila 91 % (95 % CI, 89–95 %), specifičnost pa 98 % (95 % CI, 96–100 %). Pozitivna in 
negativna napovedna vrednost testa za naš vzorec sta bili 0,91 in 0,98, DLR pa 45. 
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Slika 18. ROC-krivulja za COHb kot pokazatelj hemolize v vzorcu združenih bolnikov iz 
prospektivnega in retrospektivnega dela raziskave 
 
 
Tabela 10. Primerjava rezultata testa (razmejitvena vrednosti COHb ≥ 1,7 %) z dejansko 
obolevnostjo (vključeni novorojenčki s hemolizo iz prospektivnega in retrospektivnega 
dela raziskave ter zdravi novorojenčki iz prospektivnega in retrospektivnega dela 
raziskave) 
 Hemoliza DA Hemoliza NE Skupaj 
COHb ≥ 1,7 % 31 (PP) 3 (NP) 34 
COHb < 17 % 3 (NN) 120 (PN) 123 
Skupaj 34 123 157 
PP– pravilno pozitiven, NN – napačno negativen, NP – napačno pozitiven, PN – pravilno negativen test. 
 
3.3.2 Vrednosti COHb v odvisnosti od postnatalne starosti 
Poleg tega smo na združenih podatkih preverili povezavo med postnatalno starostjo 
novorojenčka in vrednostjo COHb pri zdravih novorojenčkih in novorojenčkih s 
hemolizo. Vrednosti COHb negativno korelirajo s postnatalno starostjo pri zdravih 
novorojenčkih (Pearsonov koeficient korelacije = - 0,500, p = < 0,0005) in ne korelirajo s 
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postnatalno starostjo pri novorojenčkih s hemolizo (Pearsonov koeficient 
korelacije = -0,119, p = 0,504). Sliki 19 in 20 prikazujeta povprečne vrednosti in  2 SD 
COHb za vsak dan posebej pri zdravih novorojenčkih in novorojenčkih s hemolizo.  
Slika 19. Povprečne vrednosti  2SD COHb glede na postnatalno starost pri zdravih 
novorojenčkih (n = 123) 
 
 
Slika 20. Povprečne vrednosti  2SD COHb glede na postnatalno starost pri 
novorojenčkih s hemolizo (n = 34) 
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Ker se vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih z zviševanjem postnatalne starosti 
znižujejo, smo za izbiro najustreznejše funkcije za opis porazdelitve COHb v odvisnosti 
od časa (linearne in logaritemske vrednosti) izvedli dva statistična testa ustreznosti 
porazdelitve linearne, kvadratne, kubične in eksponentne funkcije. Glede na vrednosti 
AIC (angl. Akaike information criteria)  in BIC (angl. Bayesian information criteria) 
vrednosti COHb v odvisnosti od postnatalne starosti v našem vzorcu najbolje opiše 
linearna funkcija. 
 
Tabela 11. Vrednosti AIC (angl. Akaike information criteria) in BIC (angl. Bayesian 
information criteria) različnih funkcij za opis porazdelitve COHb v odvisnosti od časa pri 
zdravih novorojenčkih 
 
 AIC BIS 
COHb = b0 + b1*PS  27,13913 27,40884 
COHb = b0 + b1*PS + b2*PS2 28,57102 28,93064 
COHb = b0 + b1*PS + b2*PS2 +b3*PS3 30,55336 31,00288 
COHb = b0 * eb1*PS 27,54377 27,81349 
COHb = b0 + b1*ln(PS) 30,07344 30,34315 
COHb = b0 + b1*ln(PS) + b2*ln(PS)2 29,06348 29,4231 
COHb = b0 + b1*ln(PS) + b2*(ln(PS))2 +b3*(ln(PS))3 30,49662 30,94614 
COHb = b0 * eb1*ln(PS)  30,83419 31,10391 
PS – postnatalna starost,  AIC  –  angl.  Akaike  information  criteria, BIC – angl. Bayesian information 
criteria 
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Slika 21. Primerjava različnih funkcij za opis porazdelitve COHb v odvisnosti od 
postnatalne starosti pri zdravih novorojenčkih 
 
 
Slika 22. Primerjava različnih funkcij za opis porazdelitve COHb v odvisnosti od 
logaritemske vrednosti postnatalne starosti pri zdravih novorojenčkih 
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4 Razprava 
4.1 Vrednosti COHb, določene z oksimetrijo, v različnih skupinah donošenih 
novorojenčkov 
Metoda določanja COHb z oksimetrijo pri novorojenčkih doslej še ni bila ustrezno 
proučena, zato normalne vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih in pri novorojenčkih 
z različnimi bolezenskimi stanji niso znane. Prav zato smo raziskavo zastavili tako, da smo 
meritve COHb z oksimetrijo izvajali v različnih skupinah novorojenčkov z namenom 
opredeliti, ali so vrednosti COHb pri bolnikih s hemolizo zaradi endogenega nastajanja 
CO višje. Rezultate smo primerjali z rezultati raziskav, v katerih so meritve COHb pri 
različnih skupinah novorojenčkov izvajali z drugimi metodami.  
V naši raziskavi je bila mediana COHb pri zdravih prospektivno vključenih novorojenčkih 
1,3 % (IQR 0,2) in enaka pri zdravih retrospektivno vključenih novorojenčkih, 1,3 % (IQR 
0,3). Vrednosti COHb pri zlateničnih novorojenčkih brez hemolize, 1,3 % (IQR 0,8), pri 
novorojenčkih s sepso, 1,45  % (IQR 0,5), in pri novorojenčkih z dihalno stisko, 1,4 % (IQR 
0,4), so bile podobne. Dokazali pa smo višje vrednosti COHb pri novorojenčkih s 
hemolizo; mediani COHb pri tistih, ki smo jih vključili prospektivno, in tistih, ki smo jih 
vključili retrospektivno, sta bili enaki 2,4 % (IQR 1,3). V naši raziskavi so bile torej 
vrednosti COHb, določene z oksimetrijo pri novorojenčkih s hemolizo, statistično 
značilno višje od vrednosti COHb pri zlateničnih novorojenčkih brez hemolize in zdravih 
novorojenčkih, kar dokazuje endogeno nastajanje CO pri razgradnji hema pri hemolizi in 
potrjuje prvo hipotezo doktorske disertacije, da so vrednosti COHb, določene z 
oksimetrijo, pri zdravih, donošenih novorojenčkih s hemolizo višje kot vrednosti COHb 
pri donošenih zlateničnih novorojenčkih brez hemolize in donošenih zdravih 
novorojenčkih. Naši rezultati so skladni z rezultati raziskovalcev, ki so dokazovali 
povečano nastajanje CO pri novorojenčkih s HBPN ABO in drugimi stanji s hemolizo s 
povišanimi vrednostmi ETCOc v izdihanem zraku (1-Herschel idr., 2002; 2-Herschel idr., 
2002; 3-Herschel idr., 2002; Javier idr., 2003; Kaplan idr., 2004; Stevenson idr., Pediatrics 
2001; Vreman idr., 1996 in 1999) in s povišanimi vrednostmi COHbc, določenega s PK 
(Uetani idr., 1989; Slusher idr., 1995; Kaplan idr., 2010; Schutzman idr., 2016). 
76 
 
Raziskovalci, ki so merili vrednosti COHbc s PK, so poročali o nekoliko nižjih vrednostih 
COHbc v primerjavi z našimi meritvami. V raziskavi izraelskih avtorjev so bile vrednosti 
COHbc pri zdravih novorojenčkih moškega spola 3. dan po rojstvu 0,77 % (SD 0,19 %) 
(Kaplan idr., 2002), torej nižje od vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih v naši 
raziskavi. V dveh študijah ABO neskladnih DCT pozitivnih donošenih novorojenčkov, med 
katerimi jih je 45 oz. 52 % razvilo pomembno zlatenico, sta bili povprečni vrednosti 
COHbc celotnega vzorca 1,26 % in 1,24 % (SD 0,36 in 0,4) (Kaplan idr., 2009 in 2010). V 
podskupini novorojenčkov z zlatenico je bila povprečna vrednost COHbc 1,42 % (SD 
0,39), v podskupini nezlateničnih novorojenčkov pa 1,0 % (SD 0,25) (Kaplan idr., 2010). 
Otroci z višjim COHbc so imeli pogosteje zlatenico, saj so vsi novorojenčki v vzorcu, ki so 
imeli COHbc nad 90. percentilo vzorca (med 1,79 in 2,62 %), razvili pomembno 
hiperbilirubinemijo, medtem ko so novorojenčki, ki so imeli COHbc med 75. in 89. 
percentilo (med 1,45 in 1,78 %), zlatenico razvili v 90 %, tisti s COHbc med 50. in 74. 
percentilo (med 1,2 in 1,44 %) pa v 76 % (Kaplan idr., 2010). Vrednosti COHb pri 
DCT-pozitivnih, ABO-neskladnih novorojenčkih s hemolizo v raziskavi, ki so jo opravili 
Uetani in sodelavci (1989), pa so bile višje, in sicer 1,8 % (Uetani idr., 1989), medtem ko 
so bile vrednosti COHbc pri bolnikih s HBPN RhD med 2,13 in 2,93 % (Fallstrom in Bjure, 
1967; Alden idr., 1974). V heterogenem vzorcu afriških novorojenčkov z zlatenico 
(celokupni bilirubin 383 µmol/l (SD 227)) je bila povprečna vrednost COHb 1,97 % (SD 
1,4) (Slusher idr., 1995). Edina z našo raziskavo glede metode določanja COHb 
primerljiva študija, ki je za določitev COHb uporabljala OSM3 Hemoximeter, je 
preučevala novorojenčke brez znakov HBPN, med njimi jih je 31 % potrebovalo 
fototerapijo. Vrednosti COHb v njihovem vzorcu so bile 1,2 % (razpon 0,4–2,2 %) 
(Corchia idr., 1994). Vrednosti COHb pri zlateničnih novorojenčkih in novorojenčkih s 
hemolizo v naši raziskavi so bile torej v enakem območju ali nekoliko višje od vrednosti, 
o kateri so poročali drugi raziskovalci, ki pa so večinoma meritve izvajali z drugačnimi 
metodami. 
Razlogov za višje vrednosti COHb v naši raziskavi je lahko več in jih podrobneje navajamo 
v nadaljevanju. 
77 
 
4.1.1 Različne metode določanja COHb 
COHb v krvi lahko določamo s PK ali spektrofotometrično. Do sedaj najpogosteje 
uporabljena metoda določanja COHb v krvi novorojenčkov v raziskovalne namene je bila 
PK, ki pa se v klinični praksi zaradi zahtevnosti in zamudnosti analize ne uporablja. V naši 
raziskavi smo uporabljali spektrofotometrično metodo, analizator pa je bil Cobas b221. 
Primerjava meritev COHb z oksimetrom Cobas b221 in PK nam ni znana, zato možnega 
vpliva uporabe različnih analitskih metod na vrednosti COHb ne poznamo. Objave o 
primerjavah meritev COHb z različnimi oksimetri in s PK pri novorojenčkih iz 90. let 
prejšnjega stoletja poročajo o nenatančnosti oksimetrov pri nizkih vrednostih COHb 
(Mahoney idr., 1993; Vreman in Stevenson, 1994), vendar pa današnje oksimetre težko 
primerjamo s tedanjimi, ki so pri analizi uporabljali svetlobo 4–6 različnih valovnih dolžin, 
medtem ko sodobni npr. Cobas b221 uporablja 512 različnih valovnih dolžin v 
absorbcijskem območju različnih frakcij Hb (460–660 nm), kar močno izboljša 
natančnost meritev in zmanjša napake meritev zaradi podobnega absorpcijskega 
spektra različnih molekul. 
4.1.2 Korekcija COHb za CO v vdihanem zraku 
V naši raziskavi vrednosti COHb nismo korigirali za CO v vdihanem zraku, zato so lahko 
vrednosti COHb pri naših bolnikih višje od vrednosti COHbc v raziskavah, kjer je bila 
korekcija za CO v vdihanem zraku izvedena. Večina raziskav dokazuje, da so v prostorih 
brez endogenega vira CO koncentracije CO nižje od zunanjih koncentracij (Ott in 
Flachsbart, 1982; Oliveira idr., 2017). Povprečne letne koncentracije CO v zunanjem 
zraku so v Sloveniji nizke in so precej pod mejnimi vrednostmi, določenimi v Uredbi o 
kakovosti zunanjega zraka (Uradni list Republike Slovenije, 9/11, 8/15); v petletnem 
obdobju, med 2012–2016, so bile v Ljubljani v povprečju 0,48 mg/m3 (med 0,3  in 0,6 
mg/m3), torej 0,42 ppm (Kakovost zraka v Sloveniji, 2012–2016). Ostrander s sodelavci 
(1982) je dokazal, da se za vsak 1 ppm CO v zraku COHb pri novorojenčkih poviša za 0,17 
% celokupne vrednosti (Ostrander idr., 1982). Čeprav s korekcijo COHb za CO v vdihanem 
zraku izboljšamo natančnost določanja endogeno nastalega CO, menimo, da to za 
namen dokazovanja hemolize ni potrebno, saj je vpliv CO v vdihanem zraku enak in 
istosmeren tako na meritev COHb pri bolniku s hemolizo kot pri zdravem novorojenčku. 
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Poleg tega je pri nizkih koncentracijah CO v zraku vpliv majhen in veliko manjši, kot je 
bila razlika v medianah COHb novorojenčkov s hemolizo ali brez.  Z našo raziskavo smo 
dokazali, da z oksimetrijo določen COHb, kljub odsotnosti korekcije za CO v vdihanem 
zraku, zelo dobro razlikuje novorojenčke s hemolizo od zdravih novorojenčkov (test je 
imel zelo visoko ROC AUC ter specifičnost in občutljivost). 
4.1.3 Vpliv polimorfizma promotorske regije HO-1 na endogeno nastajanje CO 
Osebe z nizkim številom ponovitev zaporedja (GT)n promotorske regije gena HO-1 imajo 
višjo ekspresijo gena in večje nastajanje bilirubina in CO (in s tem tudi COHb) ter obratno. 
Vpliv polimorfizma na vrednosti COHb je proučeval Schutzman s sodelavci pri 
novorojenčkih afroameriškega porekla (Schutzman idr., 2016 in 2018). Povprečne 
vrednosti bilirubina in COHbc pri ameriških novorojenčkih afriškega porekla so namreč 
nižje kot pri novorojenčkih kavkaške rase. Nižje vrednosti COHb v omenjeni populaciji 
so najverjetneje posledica polimorfizma promotorske regije HO-1, saj je delež otrok s 
kratkim zaporedjem ponovitev (GT)n v afroameriški populaciji nižji kot v kavkaški 
populaciji (Watchko, 2010; Schutzman idr., 2016). Novorojenčki, ki so imeli vsaj en alel 
s kratkim zaporedjem (GT)n (<25), so imeli višje vrednosti COHbc v primerjavi z 
novorojenčki, ki so imeli vsaj en alel z dolgim zaporedjem (GT)n (>33), in sicer 0,92 % 
(SD 0,35) vs. 0,85 % (SD 0,37) (Schutzman idr., 2018). Vrednosti COHb v raziskavah, ki 
jih je opravil Kaplan s sodelavci (Kaplan idr., 2002, 2009 in 2010), so lahko nižje od 
vrednosti COHb novorojenčkov v naši raziskavi tudi zaradi različne etnične pripadnosti, 
čeprav delež otrok z dolgim zaporedjem (GT)n promotorske regije gena HO-1 v 
omenjenih primerjanih populacijah ni znan.  
4.1.4 Razlike v preučevanih skupinah 
Primerljivost preučevanih skupin v različnih raziskavah je pri primerjanju rezultatov 
raziskav zelo pomembna. Zaradi odsotnosti raziskav, ki bi preučevale vrednostih COHb 
pri novorojenčkih s HBPN ABO, smo vrednosti COHb novorojenčkov s HBPN ABO iz naše 
raziskave primerjali z vrednostmi COHb novorojenčkov z neskladjem v sistemu krvnih 
skupin ABO in pozitivnim DCT, ki so bili intenzivno preučevani v raziskavah Kaplana s 
sodelavci (2009, 2010). Med kohortami primerjanih raziskav pa obstajajo pomembne 
razlike, ki lahko pojasnijo nižje vrednosti COHbc pri ABO-neskladnih novorojenčkih s 
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pozitivnim DCT v Kaplanovih raziskavah v primerjavi z vrednostmi COHb otrok s HBPN 
ABO v naši raziskavi. Pozitiven DCT še ne pomeni, da pri novorojenčku poteka hemoliza, 
saj le 10–59 % novorojenčkov z neskladjem v sistemu krvnih skupin ABO in pozitivnim 
DCT razvije hiperbilirubinemijo (Van Rossum idr., 2015; Kaplan idr., 2010; 1-Herschel 
idr., 2002), 13,5–23 % pa potrebuje tudi fototerapijo (Geaghan, 2011; Dinesh, 2005; Bhat 
in Kumar, 2012). V raziskavah Kaplan in sodelavci ne poročajo o drugih, posrednih znakih 
hemolize, zato delež novorojenčkov, pri katerih je potekala hemoliza, v njihovih 
raziskavah ni znan (Kaplan idr., 2009 in 2010). Predvidevamo lahko, da so imeli 
novorojenčki, ki so imeli vrednosti COHbc nad 90. percentilo (med 1,79 in 2,62 %), torej 
podobne vrednostim novorojenčkov s HBPN ABO v naši raziskavi, najverjetneje 
hemolizo. Vrednosti COHbc v raziskavi, ki jo je opravil Uetami s sodelavci (1989), v kateri 
so preučevali novorojenčke s hemolizo, pa so bile podobne vrednostnim v naši raziskavi 
(Uetani idr., 1989). Povprečna vrednost COHb (določena s PK, brez korekcije za CO v 
zraku) v raziskavi afriških zlateničnih otrok (celokupni bili 383 µmol/l (SD 227)) je bila 
COHb 1,97 % (SD 1,4), vendar je bila skupina vključenih otrok zelo heterogena (celokupni 
bilirubin od 99 do 1074 µmol/l in COHb od 0,43 do 5,93 %). V podskupini otrok z G-6-PD-
pomanjkanjem pa je bila mediana COHb 2,3 % (IQR 1,3–4,2), podobno kot COHb otrok z 
HBPN ABO v naši raziskavi (Slusher idr., 1995). 
4.1.5 Vpliv postnatalne starosti ob določitvi COHb 
Vpliv postnatalne starosti na vrednosti COHb je natančneje razložen v poglavju 4.4. 
Zaradi razlik v postnatalni starosti ob določitvi COHb je primerjava vrednosti COHb v 
objavljenih raziskavah otežena. V naši raziskavi so se povprečne postnatalne starosti 
otrok ob določitvi COHb-podskupin razlikovale (od 2,1 do 6,7 dni), razlike pa so bile 
statistično značilne. Povprečni starosti novorojenčkov v skupinah zlateničnih in zdravih 
otrok prospektivnega dela raziskave sta bili 3,3 in 3,6 dni ter primerljivi s starostjo 
novorojenčkov (4 dni) v raziskavi Corchia in sodelavcev (Corchia idr., 1994). V njihovi 
raziskavi, v katero so vključili 78 otrok (31 % jih je potrebovalo fototerapijo), so bile 
vrednosti COHb 1,2 % (razpon 0,4–2,2 %), torej podobno kot v naši raziskavi; 1,3 % (IQR 
0,8) v skupini zlateničnih in 1,3 % (IQR 0,2) v skupini zdravih novorojenčkov.  
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4.2 Meritev COHb z oksimetrijo kot diagnostična metoda za potrditev hemolize pri 
novorojenčkih 
Za opredelitev meritve COHb z oksimetrijo kot diagnostičnega testa za dokaz hemolize 
smo izvedli ROC-krivuljo. Izračuni ROC-krivulje tako prospektivno kot retrospektivno 
zbranih podatkov potrjujejo, da je določitev COHb dobra laboratorijska metoda za 
razločevanje novorojenčkov s hemolizo od zdravih novorojenčkov, saj je bila AUC ROC 
krivulj obeh vzorcev > 0,9, kar pomeni, da ima test visoko diskriminativnost. Optimalna 
razmejitvena vrednost za potrditev hemolize je bila v obeh vzorcih enaka, in sicer COHb 
≥ 1,7 %, specifičnost in občutljivost razmejitvene vrednosti pa sta bili v obeh vzorcih 
visoki: specifičnost razmejitvene vrednosti COHb ≥ 1,7 % prospektivnega vzorca je bila 
93 % (95 % CI, 88–98 %), retrospektivnega vzorca pa 94 % (95 % CI, 90–98 %). 
Občutljivost razmejitvene vrednosti COHb ≥ 1,7 % prospektivnega vzorca je bila 89 % (95 
% CI, 82–96 %), retrospektivnega vzorca pa 93 % (95 % CI, 89–97 %)). Omenjeno potrjuje 
2. hipotezo doktorske disertacije, da je meritev COHb z oksimetrijo primerna 
diagnostična metoda za potrditev hemolize pri novorojenčkih. 
Evalvacija meritve COHb z oksimetrijo kot diagnostičnega testa za potrditev hemolize pri 
novorojenčkih še ni bila izvedena, zato primerjava specifičnosti in občutljivosti z rezultati 
drugih raziskovalcev ni možna, so pa poročane srednje vrednosti COHbc pri otrocih s 
hemolizo različne etiologije (1,8 do 2,9 %) drugih raziskovalcev (Uetani idr., 1989; 
Slusher idr., 1995) višje od razmejitvene vrednosti COHb ≥ 1,7 %, določene v naši 
raziskavi, kar najverjetneje pomeni, da je razmejitvena vrednost ustrezna.  
V literaturi je v zadnjih 20 letih zaslediti veliko poročil o meritvah ETCOc pri 
novorojenčkih kot pokazatelju hemolize ali kot prognostičnemu dejavniku za razvoj 
pomembne hiperbilirubinemije. Chistensen s sodelavci (2015) je oblikoval graf 
normalnih vrednosti ETCOc v odvisnosti od postnatalne starosti in za zgornjo mejo 
normalnih vrednosti ECTOc določil vrednosti zgornjega, 95 %, intervala zaupanja zdravih 
novorojenčkov, kar je bilo od 1,6 do 1,7 ppm prve tri dni po rojstvu in 1 ppm v starosti 
enega meseca (Christensen idr., 2015). V raziskavo je bilo vključenih tudi 20 otrok s 
hemolitičnim obolenjem različne etiologije, vse meritve ETCOc v podskupini otrok s 
hemolizo pa so bile višje od zgornje meje normalnih vrednosti, ki so jih določili v 
raziskavi. Drugi raziskovalci so mejo za potrditev hemolize postavili višje, in sicer 3,5 ppm 
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(Castillo Cuadrado idr., 2015), 3 ppm (Vreman idr., 1996) ter 2,5 ppm (Javier idr., 2003), 
vendar občutljivosti in specifičnosti razmejitvene vrednosti za potrditev hemolize ne 
navajajo. Castillo Cuadrato s sodelavci (2015) je primerjal vrednosti ETCOc, merjene z 
monitorjem CoSense, in COHbc, merjene s PK, ter ugotovil visoko korelacijo obeh 
meritev (ETCOc = 2,3 (COHbc) + 0,03, SD naklon = 0,69, p < 0,0001) (Castillo Cuadrado 
idr., 2015). Ob upoštevanju njihove regresijske enačbe je razmejitvena vrednost ETCOc 
v njihovem vzorcu, ki je bila 3,5 ppm, enaka COHbc 1,5 %, torej nekoliko nižja od 
razmejitvene vrednosti v naši raziskavi.   
Schutzman s sodelavci (2016) je preučeval vrednosti COHbc v dveh skupinah 
novorojenčkov afroameriškega porekla; prvo skupino so sestavljali novorojenčki z 
neskladjem v krvnih skupinah med materjo in otrokom (otroci so imeli krvno skupino A 
ali B; matere krvno skupino 0), drugo skupino pa novorojenčki s skladnima krvnima 
skupinama med materjo in otrokom (otroci so imeli krvno skupino 0, matere krvno 
skupino 0) (Schutzman idr., 2016). Optimalna razmejitvena vrednost COHbc za napoved 
tveganja za razvoj pomembne hiperbilirubinemije (vrednosti bilirubina nad 95. 
percentilo za starost) je bila v njihovi raziskavi > 0,9 % (AUC 0,8113). Zaradi nižjih 
vrednosti COHb in bilirubina pri afroameriških otrocih in drugih pomembnih razlik 
raziskave pa njihovih rezultatov ne moremo primerjati z našimi. Tudi Bhutani s sodelavci 
(2016) je preučeval tveganje za razvoj pomembne hiperbilirubinemije, vendar je kot 
indeks povečanega nastajanja CO uporabil ETCOc, preučevana skupina pa so bili zdravi 
novorojenčki različnih etničnih skupin (Bhutani idr., 2016). Novorojenčki z ETCOc > 
2,5 ppm so imeli visoko verjetnost za razvoj pomembne hiperbilirubinemije.  
Švicarski raziskovalci so retrospektivno analizirali vrednosti COHb, izmerjene z 
oksimetrom Cobas b221. Arbitrarno so določili razmejitveno vrednost COHb 2 % in tako 
med 178 novorojenčki identificirali pet novorojenčkov z večkratnimi meritvami COHb > 
2 %, med katerimi so štirje imeli dokazano hemolitično bolezen novorojenčka različne 
etiologije. Za štiri novorojenčke so nato oblikovali krivuljo spreminjanja COHb v 
odvisnosti od postnatalne starosti in jo primerjali s krivuljo spreminjanja bilirubina v 
odvisnosti od postnatalne starosti. Vrednosti bilirubina so dobro korelirale z vrednostmi 
COHb, porast COHb pa je bil zaznan do dva dni pred porastom bilirubina (Bailey idr., 
2017). 
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Zanimiva je primerjava meritve COHb z oksimetrijo kot diagnostičnega testa za potrditev 
hemolize pri novorojenčkih z do sedaj najpogosteje uporabljenim testom za dokaz 
imunske hemolize, DCT, ki  pa je pri HBPN ABO pogosto negativen (v literaturi navedena 
občutljivost DCT testa je od 26 do 59 %) (3-Herschel idr., 2002; Sarici idr., 2002). 
Retrospektivni pregled bolnikov s HBPN, hospitaliziranih na Kliničnem oddelku za 
neonatologijo, je pokazal, da je bila občutljivost pozitivnega DCT pri novorojenčkih s 
HBPN ABO 65 % (Lozar Krivec idr., 2018), torej manjša od občutljivosti COHb za potrditev 
hemolize pri novorojenčkih s HBPN ABO v naši raziskavi, ki je bila 89 %. Podobno je za 
napoved hemolize primerjal pozitivni DCT iz popkovne krvi z ETCOc Herschel s sodelavci 
(2-Herschel idr., 2002). Ugotovil je, da bi na osnovi izvida DCT zgrešili polovico otrok s 
hemolizo, in zaključil, da bi z zgodnjim merjenjem ETCOc (v starosti 12 ± 6 h) bolje 
identificirali otroke, ki bi imeli hemolizo, kot s pozitivnim DCT popkovne krvi. Poleg tega 
je DCT pogosto lažno pozitiven, saj novorojenček s pozitivnim DCT vedno ne razvije 
znakov hemolize. V raziskavi Von Rossuma in sodelavcev (2015), v kateri so zaporedno 
vključili 317 nizozemskih novorojenčkov, je bil DCT pozitiven pri 21 novorojenčkih, pri 61 
novorojenčkih pa je bil pozitiven eluat eritrocitov. Od 317 novorojenčkov jih je 33 razvilo 
patološko zlatenico in le štirje med njimi so imeli HBPN (pozitiven DCT ali eluat); dva od 
štirih otrok s HBPN sta imela negativen DCT in pozitiven eluat. Od 21 DCT-pozitivnih 
novorojenčkov sta torej imela le dva (10 %) HBPN (Van Rossum idr., 2015).  
4.3 Vrednosti COHb pri donošenih novorojenčkih s sepso in dihalno stisko  
Transkripcijo gena HMOX1, ki kodira zapis za HO-1, stimulirajo številni dejavniki, ki so 
klinično pomembni in v neonatologiji relativno pogosti. Poznavanje vpliva kliničnih 
dejavnikov, kot sta okužba in dihalna stiska, na vrednosti COHb je zato pomembno za 
interpretacijo rezultatov meritev COHb in uporabo COHb kot pokazatelja hemolize pri 
novorojenčkih.  
Rezultati naše raziskave so pokazali, da imajo novorojenčki s sepso in dihalno stisko višje 
vrednosti COHb, mediana 1,4 % (IQR 0,5 %) in 1,45 % (IQR 0,4 %), v primerjavi z zdravimi 
novorojenčki, mediana 1,3 % (IQR 0,3 %), vendar razlike med skupinami niso bile 
statistično značilne, zato rezultati raziskave 3. hipoteze doktorske disertacije ne 
potrjujejo.  
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Povečano nastajanje CO ob okužbi je bilo dokazano v raziskavah živalskih modelov 
(Langeroudi idr., 2014; Barbour idr., 2013) in pri novorojenčkih (Shi idr., 2000). Prav tako 
so potrdili povišane vrednosti COHb ob septičnem dogajanju pri odraslih (Moncure idr., 
1999; Zegdi idr., 2002) in otrocih (Schmidt idr., 2004). Do sedaj edina objavljena 
raziskava o vrednostih COHb pri novorojenčkih s sepso je preučevala nedonošenčke z 
ekstremno nizko porodno težo, vendar povezave med vrednostmi COHb in pojavom 
sepse v preučevani kohorti niso dokazali (McArdle idr., 2016). Tudi naša raziskava 
statistično značilne razlike med vrednostmi COHb otrok s sepso in zdravimi novorojenčki 
ni potrdila. 
Povečano nastajanje CO je bilo dokazano tudi pri številnih akutnih in kroničnih boleznih 
dihal, kot so alergijski rinitis, astma, pljučnica, bronhiektazije in posttransplantacijski 
obliterantni bronhiolitis (Horvath idr., 1998; Gajdócsy in Horváth, 2010; Yasuda idr., 
2002). Povečano nastajanje CO pri boleznih dihal je posledica indukcije HO-1 z 
oksidativnim stresom in vnetnimi mediatorji. Pri otrocih je največ poročil o zvišanih 
koncentracijah ETCOc in COHb pri astmi (Uasuf idr., 1999; Jesenak idr., 2014; Naples idr., 
2015), pri novorojenčkih pa je bila povečana tvorba CO, merjena z ETCOc ali COHb, 
preučevana kot rizični dejavnik za razvoj bronhopulmonalne displazije (Tokuriki idr., 
2015; May idr., 2007 in 2011).  V naši raziskavi novorojenčki z dihalno stisko niso imeli 
statistično značilno višjih vrednosti COHb.  Podskupina otrok z dihalno stisko, ki je 
potrebovala dodatek kisika v vdihanem zraku, pa je imela nižje vrednosti COHb od otrok, 
ki dodatka kisika niso prejemali. Predpostavljamo lahko, da je bila podskupina otrok z 
dihalno stisko, ki v času določitve COHb ni bila zdravljena s kisikom, izpostavljena 
relativni hipoksiji, ki je znan induktor HO-1, kar bi pojasnilo višje vrednosti COHb.  
Rezultati naše raziskave kažejo, da sepsa in dihalna stiska nimata pomembnega vpliva 
na vrednosti COHb pri novorojenčkih. Nepomemben vpliv sepse in dihalne stiske na 
uporabo COHb kot testa za potrditev hemolize potrjuje tudi ROC-analiza retrospektivno 
zbranih podatkov, saj so bile AUC, občutljivost in specifičnost COHb ≥ 1,7 % visoke in 
podobne vrednostim prospektivnega dela raziskave kljub vključitvi otrok s sepso in 
dihalno stisko v analizo.  
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4.4 Vrednosti COHb v prvem tednu življenja 
Razlogov za povečano nastajanje CO po rojstvu je več. Hipoksično okolje ploda se z 
rojstvom spremeni v relativno hiperoksično okolje. Na spremembo novorojenčki 
odreagirajo z več adaptacijskimi mehanizmi, med katerimi je povečana razgradnja 
fetalnega Hb, zmanjšana produkcija eritropoetina in neocitoliza. Ker so neonatalni 
eritrociti bolj dovzetni za oksidativni stres od odraslih eritrocitov (Kondo idr., 2002) in 
ker ima novorojenček zmanjšane antioksidativne mehanizme (Arteaga idr., 2017), lahko 
relativno povečan oksidativni stres po rojstvu povzroči oksidativno poškodbo eritrocitov, 
kar dodatno prispeva k njihovi razgradnji in tvorbi CO. Oksidativen stres je tudi 
pomemben induktor HO-1. Raziskava Maróti in sodelavcev (2007) je pokazala, da je 
ekspresija HO-1 mRNA pri donošenih in nedonošenih novorojenčkih povečana do 
postnatalne starosti od 2 do 3 dni in da v starosti enega tedna upade pod nivo ob rojstvu 
(Maróti idr., 2007). Omenjeno najverjetneje prispeva k povečani tvorbi CO in k višjim 
vrednostim COHb prve dni po rojstvu, kar potrjujejo tudi rezultati naše raziskave. 
V naši raziskavi so se vrednosti COHb v skupini zdravih otrok po rojstvu zniževale, kar 
potrjuje 4. hipotezo doktorske disertacije. Korelacija med vrednostmi COHb in 
postnatalno starostjo je bila blaga do zmerna, odvisnost pa je najbolje opisala linearna 
enačba. Prvi dan po rojstvu je bila povprečna vrednost COHb zdravih novorojenčkov 1,35 
%, 7. dan 1,26 % in 14. dan 1,01 %. Vrednosti COHb pri otrocih s hemolizo pa niso 
korelirale s postnatalno starostjo. Vrednost COHb določene 48 ( 4) ur po prvi meritvi 
pri novorojenčkih s HBPN ABO, ki niso imeli IT, pa je bila nižja od prve meritve (mediana 
1,75 %). 
Spreminjanje v tvorbi CO in vrednostih COHb v odvisnosti od postnatalne starosti so 
dokazali že drugi raziskovalci. COHb in COHbc s postnatalno starostjo upada tako pri 
donošenih (Buonocore idr., 1983; Kaplan idr., 2001) kot nedonošenih novorojenčkih 
(Tokuriki idr., 2015; Stark idr., 2009; McArdle idr., 2016). Podobno so dokazali tudi 
upadanje ETCOc v odvisnosti od postnatalne starosti (Maisels in Kring, 2006; Kaplan idr., 
2004; Javier idr., 2003; Christensen idr., 2015), vrednosti ETCO pa so bile od prvega 
meseca življenja dalje stabilne (Christensen idr., 2015). 
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Zasnova retrospektivne raziskave McArdle s sodelavci (2016) je bila za interpretacijo 
odvisnosti COHb od postnatalne starosti zelo zanimiva. Osnovni namen raziskave je bil 
analizirati vpliv sepse na vrednosti COHb. Vključili so 25 nedonošenčkov z ekstremno 
nizko porodno težo s sepso in pet brez sepse, vsi nedonošenčki pa so imeli več meritev 
COHb; otroci s sepso povprečno 37 (razpon 3–145), otroci brez sepse pa 17 meritev 
(razpon 5–29). Ugotovili so, da so se vrednosti COHb v prvih 24 urah življenja zviševale, 
nato pa se v  8 tednih postopno zniževale do stabilnih vrednosti. Odvisnost COHb od 
postnatalne starosti je v njihovi raziskavi najbolje opisala kubična enačba logaritma časa 
(McArdle idr., 2016). 
Zaradi odvisnosti COHb od postnatalne starosti in zaradi različnih povprečnih 
postnatalnih starosti ob določitvi COHb v podskupinah v naši raziskavi smo za oceno 
vpliva različnih spremenljivk na vrednost COHb izvedli multivariantno analizo 
prospektivno in retrospektivno pridobljenih podatkov, pri čemer smo starost ob 
določitvi COHb vključili v oba modela. Starost ob določitvi COHb ni imela statistično 
pomembnega vpliva na vrednost COHb prospektivno zbranih podatkov (p = 0,159), 
medtem ko je bil njen vpliv pri restrospektivno zbranih podatkih statistično pomemben 
(p < 0,0005). Glede na izračune multivariantne analize bi imel novorojenček za 0,037 
odstotne točke višji COHb od novorojenčka, ki je za en dan starejši, vendar sta si enaka 
v prisotnosti hemolize, spolu in vrednosti Hb. Rezultat multivariantne analize 
prospektivno zbranih podatkov, ki ni zaznala vpliva starosti na vrednosti COHb, je 
pričakovan, saj so bile povprečne starosti novorojenčkov v skupinah (med 2,1 in 3,3 dni) 
podobne, čeprav je bila razlika v povprečnih starostih med skupinami statistično 
značilna. Največja razlika v povprečnih starostih med skupinami je bila torej 1,2 dni. 
Glede na podatke drugih raziskovalcev in izračunane krivulje povprečnih vrednosti COHb 
pri zdravih novorojenčkih v odvisnosti od časa (slika 19) v naši raziskavi, pa klinično 
pomembnih razlik v vrednosti COHb v enodnevnem razmiku ne pričakujemo.  
Vrednosti COHb pri otrocih s hemolizo v naši raziskavi niso korelirale s postnatalno 
starostjo, kar je glede na velik vpliv hemolize na vrednost COHb (to dokazujejo rezultati 
multivariantne analize) tudi pričakovano. Razliko v začetni vrednosti COHb in meritvi 
COHb 48 ur po prvi določitvi pri novorojenčkih s HBPN ABO pa se da pojasniti z naravo 
bolezni, saj hemolitični proces s porabo aloimunskih protiteles postopno upada.  
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4.5 Omejitve raziskave 
Opravljena raziskava ima nekaj omejitev in slabosti. Meritve COHb so bile izvedene z 
oksimetrom Cobas b221, ki ima dobro ponovljivost in natančnost (pri povprečni 
vrednosti COHb 1,4 % je Swr 0,0377, koeficient variacije (%) pa 2,79), vendar primerjava 
meritev COHb s Cobas b221 in PK, ki je najnatančnejša metoda za določitev COHb, ni 
znana. Proizvajalec v priročniku za uporabo in specifikacijah aparata navaja le rezultate 
primerjave meritev COHb s Cobas b221 in oksimetrom OMNI 6. Preverjanje točnosti 
meritev COHb z oksimetrom Cobas b221 pri novorojenčkih bi lahko izvedli z istočasno 
določitvijo COHb z referenčno metodo, kot je PK, ki pa za naše raziskovalne namene ni 
bila razpoložljiva.  
Nadalje, kot smo že omenili, v naši raziskavi vrednosti COHb nismo korigirali za CO v 
vdihanem zraku. Dopuščamo možnost, da so vrednosti COHb, ki naj bi bile indikator 
endogenega nastajanja CO, nekoliko višje, kot bi bile ob korekciji za CO  v vdihanem 
zraku. Kljub odsotnosti korekcije za CO v vdihanem zraku pa smo v raziskavi dokazali, da 
z oksimetrijo določen COHb zelo dobro razlikuje novorojenčke s hemolizo od zdravih 
novorojenčkov. 
Zaradi retrospektivne metodologije drugega dela raziskave smo se pri pridobivanju 
podatkov iz zdravstvene dokumentacije soočali z omejitvami, kot sta pomanjkanje 
podatkov in njihova nenatančnost, zaradi česar smo morali iz raziskave izključili 
novorojenčke, ki so sicer izpolnjevali vključitvene kriterije. Število novorojenčkov v 
našem retrospektivnem vzorcu je zato v posameznih podskupinah (npr. podskupina 
otrok s sepso) majhna. 
Novorojenčki s hemolizo, ki smo jih vključili v raziskavo, so imeli hiperbilirubinemijo ter 
pozitivne posredne hematološke in transfuzijske laboratorijske teste hemolize. V klinični 
praksi pa se pogosto srečujemo z bolniki, ki sicer imajo hemolizo, a so pri njih 
hiperbilirubinemija in odstopi v hematoloških laboratorijskih testih manj izraziti, 
najverjetneje zaradi blažje stopnje hemolize. V tej skupini bolnikov lahko pričakujemo 
manjšo endogeno tvorbo CO in zato nižje vrednosti COHb. Vključitev novorojenčkov z 
blažjo stopnjo hemolize v našo raziskavo bi lahko pomembno spremenila naše rezultate; 
87 
 
predpostavimo lahko, da bi bila občutljivost in specifičnost COHb kot testa za potrditev 
hemolize nižja. 
Omejitveni dejavnik naše raziskave je tudi dejstvo, da smo preučevali samo donošene 
novorojenčke. Vrednosti COHb nedonošenčkov se lahko razlikujejo od vrednosti COHb 
donošenih novorojenčkov. V raziskavah Stark in McAedle s sodelavci so vrednosti COHb 
negativno korelirale z GS (Stark idr., 2009; McArdle idr., 2016). Razlogov za povišane 
vrednosti COHb pri nedonošenčkih je lahko več. Poleg z nezrelostjo povezanega 
motenega izločanja CO preko pljuč imajo nedonošenčki slabše antioksidativne 
mehanizme od donošenih novorojenčkov, zato so izpostavljeni večjemu oksidativnemu 
stresu, ki poškoduje eritrocite in inducira HO-1, oboje pa se odrazi v povečani tvorbi CO. 
Prenos pridobljenih zaključkov na populacijo nedonošenih otrok zato ni upravičen. 
4.6 Izhodišča za nadaljnje raziskave 
Rezultati naše raziskave so pokazali, da je meritev COHb z oksimetrijo dober diagnostični 
test za potrditev hemolize pri donošenih novorojenčkih. Podobno raziskavo bi bilo 
zanimivo izvesti v skupini nedonošenih otrok, saj analiza meritev COHb z oksimetrom 
kot diagnostičnega testa za potrditev hemolize pri nedonošenčkih doslej še ni bila 
izvedena, prav tako niso znane normalne vrednosti COHb nedonošenih otrok. Poleg 
analize diagnostične vrednosti COHb bi bila smiselna tudi analiza meritev COHb z 
oksimetrom kot prognostičnega dejavnika za identifikacijo novorojenčkov, ki bodo 
razvili pomembno zlatenico; identifikacija otrok, ki so ogroženi za razvoj visoke 
hiperbilirubinemije, je namreč pomembno vodilo pri obravnavi novorojenčkov in pri 
načrtovanju kontrole po odpustu iz porodnišnice. V naši raziskavi so imeli otroci, ki so 
potrebovali IT, višje vrednosti COHb, zato bi bila analiza povezanosti vrednosti COHb in 
potrebe po IT zanimiva tako z raziskovalnega kot kliničnega vidika.  
Čeprav je meritev COHb z oksimetrijo zaradi široke dostopnosti, hitrosti in majhne 
količine krvi, ki je potrebna za analizo, dobra metoda ugotavljanja povečane produkcije 
CO pri novorojenčku, je meritev ETCOc zaradi neinvazivnosti zanimiva alternativa, ki pa 
zahteva posebni analizator. Doslej še ni bila izvedena primerjava meritev COHb z 
oksimetrijo in ETCOc kot diagnostičnega testa za potrditev hemolize ali za prepoznavo 
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novorojenčkov, ki bodo razvili visoko hiperbilirubinemijo in potrebovali fototerapijo ali 
IT. 
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5 Zaključek 
Pri obravnavi novorojenčkov z zlatenico je potrditev hemolitičnega dogajanja 
pomembna tako z vidika povečane verjetnosti za razvoj visokih vrednosti bilirubina in 
anemije kot povečane nevrotoksičnosti. Potrditev hemolize je pri novorojenčku lahko 
težavna, saj so običajni hematološki testi nespecifični, specialne laboratorijske 
preiskave, tako za potrditev imunske kot neimunske hemolize, pa zamudne in v času 
obravnave lahko nedostopne. Potrditev hemolize z zanesljivim in enostavnim 
laboratorijskim testom bi bila zato dobrodošla klinična pridobitev. Meritev COHb z 
oksimetrijo, ki je široko dostopna, enostavna in hitra laboratorijska preiskava, se zato 
ponuja kot optimalen laboratorijski test za potrditev hemolize pri novorojenčku. 
Rezultati opravljene raziskave kažejo: 
1.  da so vrednosti COHb, izmerjene z oksimetrijo pri novorojenčkih s hemolizo, 
pomembno višje od vrednosti COHb pri zdravih novorojenčkih;  
2. da je meritev COHb z oksimetrijo dober laboratorijski test za razločevanje 
novorojenčkov s hemolizo od novorojenčkov brez hemolize. Optimalna 
razmejitvena vrednost COHb je ≥ 1,7 %;  
3. da so vrednosti COHb pri otrocih s sepso in dihalno stisko nekoliko višje od vrednosti 
COHb zdravih novorojenčkov, vendar razlike niso statistično značilne. COHb ima 
kot test za potrditev hemolize visoko ločljivost tudi v razločevanju otrok s 
hemolizo od otrok brez hemolize, ki imajo prisotna stanja, pri katerih bi lahko 
bilo endogeno nastajanje CO povečano, kot so sepsa, dihalna stiska in fiziološka 
zlatenica; 
4. da so vrednosti COHb prve dni po rojstvu nekoliko višje tudi pri zdravih 
novorojenčkih, vendar razmejitveno vrednost ≥ 1,7 % preseže le 3 % zdravih 
novorojenčkov. 
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Karboksihemoglobin kot pokazatelj hemolize pri novorojenčkih 
Informativno gradivo za starše preiskovancev 
 
Zlatenica ali rumenica je najbolj pogost klinični znak pri novorojenčkih v prvih dneh življenja. Poleg tako 
imenovane fiziološke zlatenice novorojenčka, ki je posledica nezrelosti novorojenčkovih jeter in je 
nenevarna ter sama izzveni, poznamo še patološko ali bolezensko zlatenico. O njej govorimo v primeru, 
ko je količina bilirubina (snovi, ki povzroča rumeno obarvanost kože) previsoka ali pa zlatenca traja dlje 
časa.  
Razlogov za patološko zlatenico je več, med drugim premajhen vnos tekočin ob dojenju in samo dojenje, 
razgradnja hemoglobina (hemoliza) pri neskladju materine in otrokove krvi, hemoliza drugih vzrokov, 
infekcija, itd. V klinični praksi z anamnestičnimi podatki in laboratorijskimi izvidi občasno ne znamo 
natančno opredeliti vzroka zlatenice saj neposrednih kazalcev, npr. hemolize zaenkrat še nimamo.  
Na našem oddelku že vrsto let preučujemo zlatenico novorojenčka. Trenutno izvajamo raziskavo, s katero 
želimo opredeliti pomen določene laboratorijske preiskave pri pojasnjevanju vzroka zlatenice, to je 
določitev nivoja karboksihemoglobina v novorojenčkovi krvi.  
Z znanjem, ki ga bomo pridobili z raziskavo bomo:  
- bolje opredelili vzrok zlatenice, 
- posledično bolje zdravili in  
- poglobljeno spremljali otroke z zlatenico.  
Za namene raziskave potrebujemo minimalno količino krvi, ki jo bomo odvzeli med rutinskimi in klinično 
utemeljenimi odvzemi, tako da dodatnega zbadanja otrok ne bo. Običajno kontrolo, ki jo imamo po 
odpustu iz bolnišnice, pa bomo časovno uskladili tako, da bo zadoščalo pogojem raziskave. Vsi podatki 
bodo obravnavani zaupno.  
Sodelovanje je prostovoljno. V raziskavo bo Vaš otrok vključeni le, če se s tem strinjate, zato Vas prosimo, 
da nas povprašate o vsem, kar se vam zdi nejasno ali vas posebej zanima.  
Vaša odločitev, da sodelujete v raziskavi, je popolnoma prostovoljna. Svoje sodelovanje lahko odklonite 
kadarkoli in tudi samo ustno in brez vsakega pojasnila. Zaradi tega ne boste utrpeli nobene škode in ne 
boste izgubili pravice do ugodnosti, ki bi Vašemu otroku sicer pripadale, hkrati pa to ne bo vplivalo na 
nadaljnje zdravljenje.  
Radi bi se Vam zahvalili za pozornost, ki ste jo posvetili raziskavi, tudi če ste se odločili, da v njej ne boste 
sodelovali.  
Jana Lozar Krivec, dr. med. 
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8 Zahvale 
»Sanje se začnejo največkrat z učiteljem, ki verjame v vas, vas pritegne in dvigne na višjo 
raven, včasih tudi z ostro palico, ki ji rečemo resnica.«      
                                                                                                                                       Dan Rather 
 
Definicij dobrega učitelja je veliko in Darja Paro-Panjan, moja mentorica, izpolnjuje 
večino teh visoko zastavljenih kriterijev. Dan Ratherjeva misel o sanjah, ki se začnejo z 
učiteljem, opiše tudi mojo pot do doktorata, ki je velikokrat potrebovala spodbudo in 
navdih ali pa streznitev in odločnost mentorja. Darja, hvala ti za potrpežljivost in 
zaupanje, da bom prišla 'do konca', ter podporo in strokovno vodstvo, kadar sem ju 
potrebovala.  
Doktorsko delo s področja klinične medicine ni nikoli plod ene same osebe. Za male 
bolnike, katerih klinične podatke sem analizirala, smo zaposleni Kliničnega oddelka za 
neonatologijo skrbeli skupaj. Dragi kolegi zdravniki, Marjeta Sever, Borut Bratanič, Petja 
Fister, Aneta Soltirovska-Šalamon in Gregor Nosan, ter medicinske sestre in ostali 
sodelavci, hvala vam za vaše sodelovanje in pomoč. 
Začetek moje strokovne in raziskovalne poti je tlakoval dr. Borut Bratanič, ki mi je še tako 
vsakdanje in enostavne stvari, kot je npr. zlatenica novorojenčka, znal prikazati zanimivo 
in navdihujoče. Idejna zasnova doktorskega dela je bila plod njegovega dolgoletnega 
strokovnega in raziskovalnega dela na področju neonatologije. Dr. Bratanič, hvala vam 
za vaše mentorstvo v času specializacije ter za vaše raziskovalne nasvete, ki ste jih z 
veseljem delili z mano. 
Draga Katja, brez tvoje pomoči 'od znotraj', kot sestre, ali 'od zunaj', kot strokovnjakinje 
nekega drugega znanstvenega področja, bi bila moja pot verjetno veliko drugačna in 
težja. Hvala ti za ves čas, ki si mi ga namenila, in strokovne nasvete, ki jih izredno cenim 
in spoštujem.  
Ob redni zdravniški službi so bili za čas, ki sem ga namenila doktorskemu delu v svojih 
prostih dnevih, prikrajšani predvsem moji domači. Neža, Matej, Ana in Uroš, tisočkrat 
hvala za vašo potrpežljivost in razumevanje, tebi Uroš pa hvala tudi za vso spodbudo in 
podporo, ki mi jo vedno nudiš.  
Delo sta lektorirali mag. Mateja Hočevar Gregorič, prof. slovenskega jezika, in Tina Kamhi 
Trop, dr. med., za kar se jima lepo zahvaljujem. 
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9 Objavljeni članek 
